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treatments. To achieve this goal it is crucial to research the interactions between 
bacteria and phages. In the first stage of experimental work we characterised the 
growth of bacteria Escherichia coli K-12 in complex LB medium as a batch culture. 
In the next stage we cultivated the bacteria in chemostat, where we were able to 
precisely regulate growth rate and therefore the physiology of the bacteria. 
RNA/protein ratio was determined at six different dilution rates (0,24-0,98h
-1
). 
From the results it is evident that the ratio is linearly increasing with the increase of 
dilution rate. We also wanted to determine changes in cell size at different dilution 
rates but due to the low resolution of the light microscope we were unable to do so. 
In the second stage we determined if the growth parametres of phage T4 are 
effected by changes in bacterial physiology. Phage titer was determined by plaque 
assay method. The first phage growth parameter that we determined was the phage 
adsorption. Results show that with increasing dilution rate the adsorption constant 
is decreasing. Latent period and burst size was determined with the one-step growth 
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PRILOGA A: Rezultati meritev rastnih parametrov fagov 
PRILOGA B: Objavljen članek iz eksperimentalnega dela magistrskega dela, v 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
µ hitrost rasti bakterijske kulture 
µmax  maksimalna hitrost rasti pri nasičenju s substratom 
  adsorbcijska konstanta  
ATP adenozin trifosfat  
C10 število prostih fagov 
C1 število vseh fagov 
C2 število novonastalih fagov znotraj bakterij  
C3 število vseh infektivnih centrov 
C40 število inficiranih bakterij  
C4 seštevek inficiranih bakterij in naravno sproščenih fagov 
C5 pomnožitveno število fagov  
Ca
2+
 kalcijev ion 
CFU angl. colony forming unit – število bakterij, ki tvorijo kolonije 
D hitrost redčenja v bioreaktorju 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
E. coli Escherichia coli 
F pretok  
fag bakteriofag 
g angl. gravitational force – gravitacijska sila 
k naklon umeritvene premice  





 magnezijev ion 
MgSO4 magnezijev sulfat  
MOI angl. multiplicity of infection – razmerje med številom fagov in bakterij 
n število generacij  
N0 število bakterij na začetku poskusa 
N končno število bakterij 
NaCl natrijev klorid 
OD angl. optical density – optična gostota 
OmpC angl. outer membrane protein C – protein C na zunanji membrani 
XIII 
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P0 začetna koncentracija fagov 
P končna koncentracija fagov 
PFU angl. plaque forming unit – število plakov 
R
2
 korelacijski indeks 
RNA ribonukleinska kislina 
rpm angl. revolution per minute – obratov na minuto 
RSD relativni standardni odklon 
S koncentracija substrata 
SDS natrijev dodecil sulfat 
SM pufer solno magnezijev pufer 
td generacijski čas  
Tris tris(hidroksimetil)aminometan 
V volumen mešanice v bioreaktorju 
X0 koncentracija bakterij pred infekcijo 
X koncentracija bakterij 
1 
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Pod imenom bakteriofagi uvrščamo bakterijske viruse, ki sta jih neodvisno odkrila angleški 
znanstvenik Frederick William Twort leta 1915 in francosko-kanadski znanstvenik Felix 
d'Herelle leta 1917. Slednji je organizme poimenoval phages, kar v grškem prevodu 
pomeni jedci bakterij. Takrat so tudi prvič odkrili potencial bakteriofagov za zdravljenje 
bakterijskih infekcij. Sledile so raziskave na področju bakteriofagne terapije, ki so po 
začetnih uspešnih zdravljenjih strmo naraščale. Zaradi pomanjkljivega znanja biologije 
bakteriofagov, kjer je prišlo do zdravljenja bolezni z napačnimi vrstami bakteriofagov v 
napačnih dozah ter odkritja antibiotikov, je zanimanje bakteriofagne terapije strmo upadlo, 
razen v vzhodnem delu Evrope. Zaradi naraščajočega števila bakterijskih sevov, ki so 
odporni na antibiotike, je v zadnjem času bakteriofagna terapija ponovno aktualna (Clokie 
in Kropinski, 2009). Na poti do uspešnega bakteriofagnega pripravka za zdravljenje 
bakterijskih infekcij je še veliko izzivov. Potrebne so izboljšave pripravljalnih procesov, 
kjer je najpomembnejše izbira bakteriofaga in bakterijskega seva kot tudi izbira 
bioreaktorja in substrata. Izboljšave so potrebne tudi pri zaključnih procesih proizvodnje, 
kjer želimo čim manjšo izgubo produkta ter hkrati najvišjo čistost (Carter in Saunders, 
2007).   
 
Bakteriofage najdemo skoraj povsod, kjer lahko najdemo bakterije. Ocenjeno je, da je na 
Zemlji približno 10
31 
bakteriofagov, kar je desetkrat več kot je ocenjeno število bakterij. 
Bakteriofagi se brez bakterij ne morejo razmnoževati, hkrati pa imajo, kot njihovi plenilci, 
glavno vlogo pri regulaciji števila mikroorganizmov, ki proizvedejo do 90 % celokupne 
biomase na Zemlji. Študije biologije interakcij med bakteriofagi in njihovimi gostitelji-
bakterijami tako igrajo pomembno vlogo na različnih področjih kot npr. pri razvoju 
bakteriofagne terapije, uporabe bakteriofagov za cepiva, detekcijo bakterij ter na področjih 
ekologije, genetike in evolucije (Golec in sod., 2014; Tortora in Funke, 2013). 
 
Iz literature je znano, da na življenjski cikel bakteriofagov vplivajo različni dejavniki, od 
katerih je eden izmed najpomembnejših fiziološko stanje bakterij (Clokie in Kropinski, 
2009; Golec in sod., 2014; Hadas in sod., 1997; Rabinovitch in sod., 1999). V magistrskem 
delu smo proučevali vpliv fiziološkega stanja bakterij oziroma vpliv njihove hitrosti rasti 
na rastne parametre bakteriofagov. Bakterijsko kulturo smo gojili v kemostatu in s 
pretokom hranil natančno uravnavali hitrost rasti bakterij. Prednost gojenja bakterij v 
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1.1 CILJI MAGISTRSKEGA DELA 
Cilji magistrskega dela so bili naslednji: 
 Vzpostavitev kontinuirnega procesa gojenja bakterije, ki bo omogočal definiranje 
in »zamrznitev« fiziološkega stanja bakterije pri različnih pretokih gojenja, 
 Identificirati morebitne razlike v intraceličnih komponentah (razmerje med 
celokupno RNA in celokupnimi proteini) in velikosti bakterij pri različnih pretokih 
gojenja, 
 Pri različnih pretokih gojenja bakterije določiti adsorbcijsko konstanto bakteriofaga 
na bakterijsko celico, trajanje latentne periode in pomnožitvenega števila 
bakteriofaga, 
 Korelirati rastne parametre bakteriofaga s fiziološkim stanjem bakterije. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Pred začetkom eksperimentalnega dela smo postavili naslednje delovne hipoteze: 
 S kontinuirnim procesom lahko spreminjamo fiziološko stanje bakterij 
 Fiziološko stanje vpliva na latentno periodo bakteriofaga 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 BAKTERIJA ESCHERICHIA COLI 
Bakterija, uporabljena pri eksperimentalnem delu magistrskega dela, Escherichia. coli ali 
krajše E. coli je gram negativna paličasta bakterija, ki spada v družino Enterobacteriaceae 
ali enterobakterij. E. coli je del mikrobiote črevesja ljudi in drugih toplokrvnih organizmov 
(Nester in sod., 2009; Taj in sod., 2014), saj ima bakterija v zgoraj omenjenih organizmih 
ugodno okolje za rast in razmnoževanje, hkrati pa je koristna tudi za gostitelja, saj zavira 
rast patogenih mikroorganizmov in sintetizira znatne količine vitaminov. Po drugi strani 
obstaja določeno število patogenih sevov E. coli, ki povzročajo bolezni prebavil, infekcije 
sečil in meningitis pri novorojenčkih (Nester in sod., 2009; Croxen in sod., 2013).  
 
E. coli je najbolj raziskan organizem na svetu. Znanstveniki ta modelni organizem 
uporabljajo za številne raziskave, saj je rastno nezahteven in ga lahko gojimo v enostavnih 
laboratorijskih pogojih. E. coli je fakultativni anaerob, kar pomeni, da za rast ne potrebuje 
kisika, vendar je rast v prisotnosti kisika boljša. Njeni optimalni pogoji rasti so pri 37° C in 
pH 7 (Croxen in sod., 2013; Madigan in sod., 2014). Odličen je tudi za raziskave evolucije, 
saj podvojitveni čas bakterije traja približno 20-40 minut. Posledično lahko zelo hitro 
prevladajo celice s prednostnimi mutacijami kot je npr. odpornost na antibiotik. Poleg 
proučevanja bioloških procesov in molekularne genetike ima veliko vlogo tudi pri 
proizvodnji rekombinantnih proteinov, razvoju cepiv, bioremediaciji, proizvodnji biogoriv 
itd. (Cooper in Hausman, 2013; Taj in sod., 2014). Celica v dolžino meri 2 µm ter 0,25-1 
µm v širino. Kot ostali prokarionti ima tudi E. coli krožni kromosom, ki je bil prvi v celoti 
sekvenciran genom in je tudi najbolj raziskan na področju genetike. Genom s 4,639,675 
baznimi pari kodira 4288 genov. Bakterija se lahko tudi aktivno premika, kar ji omogočajo 
bički (Madigan in sod., 2014).  
2.1.1 Bakterijska rast 
E. coli se kot ostale paličaste bakterije razmnožuje z binarno delitvijo. Med delitvijo se 
celične komponente podvojijo, vgradijo se novi deli celične stene, nato pa se prične celica 
zažemati na sredini celice, kjer tvori septum. Celica se podaljša do dvakratne velikosti. Za 
tvorbo septuma so odgovorni t. i. Fts in Min proteini. Materinska celica se nato razdeli v 
dve hčerinski celici. Celične komponente se enakovredno porazdelijo v hčerinski celici, ki 
funkcionirata kot samostojni enoti. Nastanek dveh bakterij iz ene materinske celice zajema 
eno generacijo bakterij. Čas, ki je potreben za eno generacijo, pa imenujemo generacijski 
čas. Generacijski čas je odvisen od pogojev gojenja in genetskih lastnosti. E. coli ima pri 
optimalnih rastnih pogojih generacijski čas 20 minut (Madigan in sod., 2014). 
V primeru, ko imamo optimalne pogoje rasti, se število celic podvaja v konstantnem 
generacijskem času, zato temu pravimo eksponentna rast. Končno število bakterij po 
določenem številu generacij izračunamo po enačbi (1), kjer je N končno število bakterij, 
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N0 število bakterij na začetku poskusa, n pa število generacij. Iz enačbe (1) je razvidno, da 
se sprva število celic počasi povečuje, nato pa drastično narašča (Prescott in Klein, 2002). 
     
                                                                                                             … (1)                                                                                                               
2.1.2 Šaržno gojenje bakterij 
Šaržno gojenje bakterij poznamo kot zaprt sistem, kjer ne dovajamo hranil in kisika ter 
hkrati ne odvajamo bakterij in njihovih produktov. Fiziološko stanje bakterij se pri tem 
stalno spreminja, zato lahko opazujemo celotno rastno krivuljo. Rastna krivulja zajema lag 
ali prilagoditveno fazo, eksponentno fazo, stacionarno fazo in fazo odmiranja (prikazana 
na sliki 1) (Madigan in sod., 2014).   
 
Slika 1: Rastna krivulja bakterijske kulture pri šaržnem gojenju, sestavljena iz 4 različnih faz rasti: 
prilagoditvene/lag, eksponentne, stacionarne in odmirajoče faze. Prikazana je kot logaritemsko število 
viabilnih celic v odvisnosti od časa gojenja (Prescott in Klein, 2002). 
2.1.2.1 Lag ali prilagoditvena faza 
Prilagoditvena faza je, kot že samo ime pove, kratko ali daljše obdobje, kjer bakterijska 
kultura ne raste, vendar je metabolno aktivna. Dolžina te faze je posledica večih 
dejavnikov, kot npr. stanje bakterijske kulture in rastnih pogojev. Prilagoditveno fazo 
lahko zaznamo pri prenosu bakterij iz delovne banke ali starega gojišča v sveže gojišče. 
Obdobje lahko zajema popravo makromolekularnih poškodb, ki so nastale med stacionarno 
fazo rasti kot tudi sintezo celičnih komponent, ki so potrebne za celično delitev (Prescott in 
Klein, 2002). Prilagoditvena faza se podaljša tudi v primeru, ko bakterijsko kulturo 
prenesemo iz zamrzovalnika na temperaturo rasti ter, če je viabilnost celic nizka oziroma 
so celice poškodovane (npr. zaradi temperaturnega šoka, sevanja, toksičnih kemikalij…). 
Prilagoditveno fazo lahko opazujemo tudi, če bakterijsko kulturo prenesemo iz 
kompleksnega gojišča v definirano. Celica mora sama sintetizirati potrebne encime za 
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sintezo esencialnih snovi, ki jih v novem gojišču ni. Zaradi spremembe sestave gojišča je 
potrebna tudi sinteza drugih encimov (Madigan in sod., 2014; Swinnen in sod., 2004). Po 
drugi strani pa je prilagoditvena faza kratka ali je ne zaznamo, če mlado bakterijsko 
kulturo v eksponentni fazi rasti prenesemo v sveže gojišče enake sestave (Prescott in Klein, 
2002). 
2.1.2.2 Eksponentna faza   
Eksponentna faza je obdobje, kjer bakterijska kultura raste s konstantno hitrostjo. Hitrost 
rasti je v tej fazi najvišja in je odvisna od sestave gojišča, pogojev rasti (temperatura, 
pH…) in genetskih lastnosti bakterijske kulture. Populacija je v eksponentni fazi rasti 
najbolj uniformna in izkazuje podobne kemijske in fiziološke lastnosti. Vse celične 
komponente se sintetizirajo s konstantno hitrostjo v razmerju z drugimi. Ker pa se 
posamezne bakterijske celice ne delijo istočasno, je oblika rastne krivulje zvezna namesto 
stopničasta (Madigan in sod., 2014; Prescott in Klein, 2002).  
 
Neuravnotežena rast bakterijskih celic nastane, ko se rastni pogoji spremenijo. Takrat 
sinteza posameznih celičnih komponent variira v razmerju z drugimi, dokler se ponovno ne 
vzpostavi ravnotežna rast. Tako stanje lahko opazujemo kadar bakterijsko kulturo 
prestavimo iz minimalnega gojišča v bogato. Celice sintetizirajo nove ribosome za 
povečanje sinteze proteinov, poviša se tudi sinteza DNA, nato se nadaljuje eksponentna 
rast. Po drugi strani lahko neuravnoteženo rast opazujemo tudi kadar bakterijsko kulturo 
prestavimo iz bogatega gojišča v minimalno. Celice morajo sintetizirati encime za sintezo 
hranil, ki niso več prisotni v gojišču. Posledično se delež RNA in sinteze proteinov 
zmanjša. Celice postanejo manjše in metabolizem se spremeni, nato ponovno pričnejo 
ravnotežno rasti. Kot vidimo je rast natančno nadzorovana in koordinirana, predvsem pa se 
hitro odziva na spremembe okolja (Prescott in Klein, 2002). 
 
Rast bakterij je ponavadi omejena z limitnim substratom v gojišču, ki je esencialen za rast. 
Če koncentracijo substrata zvišamo, se bo eksponentna rast podaljšala. Hkrati pa je hitrost 
rasti bakterijske kulture odvisna od hitrosti prevzema hranil iz gojišča v celico, ki je 
odvisna od kapacitete transportnih sistemov na celični membrani. Posledično lahko 
koncentracijo hranil povečujemo le dokler transportni sistemi ne bodo nasičeni (Prescott in 
Klein, 2002).     
2.1.2.3 Stacionarna faza 
Stacionarna faza je obdobje, kjer bakterijska kultura preneha rasti. V stacionarni fazi je 
število viabilnih celic konstantno. Nastane ravnotežje med rastjo in odmiranjem celic 
oziroma celice se lahko tudi prenehajo deliti.  
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Rast bakterijske kulture se lahko preneha zaradi več razlogov. Maksimalno maso 
bakterijske kulture določa limitni substrat v gojišču. (Prescott in Klein, 2002; Madigan in 
sod., 2014).  
Rast aerobnih organizmov je pogosto omejena z dostopnostjo kisika, saj je ta v tekočem 
gojišču slabo topen in je ponavadi bolj dostopen le za površinski del bakterijske kulture. 
Stanje lahko preprečimo z dovajanjem kisika v gojišče ali z mešanjem (Prescott in Klein, 
2002). Če rast ni pogojena z limitirajočim substratom, je lahko razlog v upočasnjeni rasti 
kopičenje toksičnih stranskih produktov celic. Pogosto se kopičijo organske kisline, ki 
nastanejo pri razgradnji ogljikovih hidratov. Posledično se pH okolja zniža in postane 
toksično za celice.  
 
Stradanje celic v naravnem okolju je zelo pogosto, saj je največkrat vsebnost hranil veliko 
manjša kot pri laboratorijskih pogojih. Posledično so bakterijske celice bolj odporne na 
okoljske spremembe in se lahko prilagodijo na različne načine (Prescott in Klein, 2002). 
Eden izmed odzivov celice na neugodno okolje je sinteza proteina σ
S
, ki igra glavno vlogo 
pri prilagoditvi celic med stacionarno fazo rasti. Poleg tega bakterije vzdržujejo bazalni 
metabolizem, ki omogoča prevzem hranil od mrtvih celic (Bryan in sod., 2016). Čeprav E. 
coli ne tvori endospor, lahko zaznamo zmanjšanje velikosti celic, zgoščene celične 
membrane, povečanje periplazemskega prostora, skrčenje protoplasta in kondenzacijo 
genoma. Poleg tega se število ribosomov zmanjša ter zaznavne so tudi spremembe v 
ekspresiji genov. Celična stena postane močnejša, DNA se zavaruje s proteini, šaperoni pa 
preprečujejo poškodbe proteinov (Prescott in Klein, 2002).   
2.1.2.4 Faza odmiranja 
Bakterijska kultura zaradi daljšega obdobja stradanja ponavadi preide v fazo odmiranja. 
Število živih celic eksponentno upada, vendar lahko nekatere celice ostanejo viabilne tudi 
po nekaj mesecih ali celo letih. Po drugi strani pa se mrtve celice niso več sposobne 
razmnoževati. V fazi odmiranja lahko zasledimo tudi upad odmiranj, ki je posledica 
odpornih celic. Poleg tega lahko v tej fazi število celic ostane enako, saj liza celic po smrti 
ni nujna (Madigan in sod., 2014; Prescott in Klein, 2002).   
2.1.3 Kontinuirno gojenje bakterij 
Za razliko od šaržnega procesa je kontinuirni proces odprt sistem, kjer hranila dovajamo 
ter odpadne produkte in celice odvajamo z enakim pretokom, kar omogoča konstanten 
volumen v bioreaktorju (Gresham in Hong, 2014; Herbert in sod., 1956). Ko se 
koncentracija celic in rast celic ustali, dobimo stacionarno kulturo. Najpogosteje 
uporabljena oblika kontinuirne kulture je kemostat, ki je prikazan na sliki 2.  
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Slika 2: Shematski prikaz kemostata, ki ga sestavlja bioreaktor z bakterijsko kulturo, kateri dovajamo sveže 
gojišče. Iz bioreaktorja se pri enakem pretoku odvaja gojišče z bakterijami iz bioreaktorja. V bioreaktorju 
poteka tudi mešanje in dovajanje kisika (Gresham in Hong, 2014). 
Prednost kemostata je predvsem v ločenemu nadzoru koncentracije celic in hitrosti rasti. 
Koncentracijo celic v kemostatu določa koncentracija limitnega substrata v gojišču, 
medtem ko hitrost rasti določa nastavljen pretok in volumen mešanice v bioreaktorju 
(Madigan in sod., 2014). Iz enačbe (2) lahko vidimo, da je hitrost rasti bakterijske kulture 
(µ) enaka razmerju med pretokom (F) in volumnom mešanice v bioreaktorju (V). Razmerje 
definiramo tudi kot hitrost redčenja v bioreaktorju (D), ki je enaka hitrosti rasti (µ). Hitrost 
rasti lahko izračunamo tudi iz razmerja med naravnim logaritmom 2 in generacijskega časa 
(td)  (Herbert in sod., 1956). 
   
 
 
    
   
  
                                                                                                … (2) 
Iz Monodovega modela, ki je prikazan v enačbi (3), lahko razberemo, da hitrost redčenja 
vpliva na koncentracijo substrata v bioreaktorju. µmax predstavlja maksimalno hitrost rasti 
pri nasičenju s substratom, S je koncentracija substrata, Ks pa predstavlja konstanto 
nasičenja, ki je enaka koncentraciji substrata pri kateri je hitrost rasti enaka polovični 
vrednosti µmax (Herbert in sod., 1956).   
       
 
    
                                                                                                   … (3)  
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Hitrost rasti narašča z naraščanjem hitrosti redčenja do najvišje možne hitrosti. Kot je 
razvidno iz slike 3, je koncentracija celic konstantna v širokem spektru pretokov, vendar se 
pri nižjih pretokih koncentracija zmanjša, če dovajanje hranil ni optimalno. V primeru, da 
je stopnja redčenja višja kot maksimalna hitrost rasti bakterij, se koncentracija celic prav 
tako zmanjša, saj se celice spirajo iz bioreaktorja. Druga prednost kontinuirnega gojenja je, 
da lahko bakterijsko kulturo v eksponentni fazi rasti vzdržujemo do več tednov. Tako so 
tudi poskusi, ki jih naredimo zaporedoma ponovljivi, saj je kultura v enakem fiziološkem 
stanju (Madigan in sod., 2014).  
 
Slika 3: Spreminjanje različnih parametrov: koncentracije celic/biomase, generacijskega časa in 
koncentracije hranil v odvisnosti od stopnje redčenja pri kontinuirnem gojenju bakterijske kulture (Prescott in 
Klein, 2002). 
2.2 BAKTERIOFAGI  
Bakteriofagi ali krajše fagi so virusi, ki za razmnoževanje potrebujejo bakterije. Njihova 
vloga je prenesti zaščiten genom znotraj kapside do gostiteljske celice, brez katere se ne 
morejo sami razmnoževati. Virus s svojim genomom preusmeri metabolizem gostitelja v 
proizvodnjo novih virusov. V gostiteljski celici poteka sinteza komponent, ki sestavljajo 
virus (kapsida in genom) in združevanje komponent v nove zrele viruse. Proteini, ki jih 
virusni genom kodira, so proteaze, transkripcijski faktorji ter primerji za podvojevanje 
nukleinske kisline. Poleg tega lahko genom kodira proteine, ki služijo zaščiti genoma pred 
obrambnim mehanizmom bakterije ter vezavi virusa na gostiteljsko celico (Carter in 
Saunders, 2007). 
 
Fage razvrščamo v številne družine glede na njihovo morfologijo in genetsko zasnovo. 
Glede na morfologijo fage ločimo na bolj enostavne oblike kot npr. ikozaedrične ali 
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paličaste ter na bolj kompleksne fage z repi in ikozaedrično glavo. V slednjo kategorijo 
spada fag T4, ki je bil uporabljen pri eksperimentalnem delu (Carter in Saunders, 2007).  
 
Naslednja delitev fagov je glede na njihovo genetsko zasnovo. Genom je lahko eno ali 
dvoverižna RNA ali DNA, v linearni ali krožni obliki. Prekrivajoči geni, kodirajoči geni 
znotraj drugih genov, odvisnost od gostiteljskih proteinov/encimov, proteini z večjimi 
različnimi encimskimi aktivnostmi omogočajo minimalno velikost fagnega genoma (Carter 
in Saunders, 2007). Fage lahko uvrščamo tudi med virulentne in temperatne (podrobneje 
opisano v poglavju: 2.2.3. Življenjski cikel fagov) (Carter in Saunders, 2007). 
2.2.1 Klasifikacija in sestava faga T4 
Fag T4 uvrščamo v družino Myoviridae, katere glavna značilnost je kontraktilen (krčljiv) 
rep. Razmnožuje se s pomočjo bakterijske celice E. coli. Fag ima kompleksno zgrajeno 
telo iz glave, vratu in repa, ki je prikazano na sliki 4. Velja za enega izmed največjih fagov, 
saj v dolžino meri približno 200nm ter v širino med 80 in 100nm (Carter in Saunders, 
2007; Orlova, 2012). 
 
 
Slika 4: Zgradba faga T4 (Carter in Saunders, 2007). 
Glava je sestavljena iz genoma, ki ga ščiti ikozaedrična kapsida, sestavljena iz več enakih 
proteinskih enot. Posledično je kapsida simetrična ter zagotavlja stabilnost in sposobnost 
samo sestavljanja posameznih enot (Acheson, 2011). Genom faga T4 je v obliki 
dvoverižne linearne DNA in je po velikosti triindvajset krat manjši od genoma njegovega 
gostitelja E. coli (Cooper in Hausman, 2013). Posebnost faga T4 je, da imajo posamezni 
virusi enak set genov vendar so ti razporejeni v različnih vrstnih redih po genomih. Temu 
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fenomenu pravimo cirkularna permutacija. Kopije genomov se med procesom 
podvojevanja DNA na komplementarnih koncih povežejo in tako sestavijo linearne 
konkatemere. Med pakiranjem genoma v kapsido se konkatemera odreže, ko je kapsida 
polna, in ne na specifični lokaciji. 5' konci tako kodirajo različne gene, vendar če bi 
posamezne genome povezali v kroge, bi ti imeli enako zaporedje genov. Druga posebnost 
fagnega genoma T4 je način zaščite pred obrambnim mehanizmom bakterije. Namreč v 
genomu faga je namesto citozina prisoten 5-hidroksimetil-citozin, ki onemogoča 
restrikcijskim encimom bakterije prepoznavo (Madigan in sod., 2014).  
 
Glava faga je preko vratu z ovratnikom povezana z repom. Zgornji del repa je sestavljen iz 
dveh različnih proteinov v komformaciji heliksa. Prvi sestavlja zunanji kontraktilni plašč, 
ki se skrči med infekcijo bakterije, drugi pa notranjo cev. Repna cev ni kontraktilna in ima 
vlogo penetracije zunanje celične membrane bakterije, kar omogoči vstop fagnega genoma 
v celico. Spodnji del repa je sestavljen iz bazne plošče, ki ima kompleksno sestavo z 
repnimi fibrilami in trni. Bazna plošča, trni in repne fibrile služijo vezavi na proteinske 
receptorje OmpC v kombinaciji z LPS receptorji, ki so del celične stene E. coli (Carter in 
Saunders, 2007; Yu in Mizushima, 1982). Bazna plošča je kompleksna, večproteinska in je 
ključni element pri infekciji, s katero se fag ireverzibilno veže na bakterijo (Orlova, 2012). 
2.2.2 Razmnoževanje fagov 
Fagi so lahko glede na življenjski cikel virulentni ali temperatni. Virulentni fagi imajo 
litični cikel, pri katerem se po injiciranju fagnega genoma v celico metabolizem bakterije 
preusmeri v proizvodnjo fagov. Cikel se zaključi z lizo celic in sprostitvijo novonastalih 
fagov. Pri redkih filamentoznih fagih novonastali fagi zapustijo celico brez lize. 
Temperatni virusi pa imajo poleg litičnega tudi lizogeni cikel, pri katerem se fagni genom 
znotraj celice lahko vgradi v bakterijski kromosom ali ostane zunaj kromosoma. V obeh 
primerih se fagni genom ne izraža in ostane v mirovanju. Med celično delitvijo se fagni 
genom pomnožuje skupaj z bakterijskim, vendar ostane v mirovanju, lahko tudi do nekaj 
let. Litični cikel se sproži v primerih poškodbe bakterijske DNA, ko je preživetje celice 
ogroženo. Takrat se fagni represor inaktivira, kar sproži litični cikel (Carter in Saunders, 
2007). 
 
Fagi so prisotni skoraj povsod, kjer najdemo bakterije in so pomembni pri uravnavanju 
njihovih populacij. Bakterije so tekom evolucije pridobile različne obrambne mehanizme 
proti infekcijam z fagi. Po drugi strani pa so fagi tekom evolucije prav tako izboljšali 
strategije za kljubovanje obrambnega sistema bakterije. Fagi pa niso le škodljivi za 
bakterije, saj se lahko preko fagov na druge bakterije prenašajo ne-virusni koristni geni s 
procesom, imenovanim transdukcija in so tako gonilo evolucije bakterij (Carter in 
Saunders, 2007). 
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2.2.3 Življenjski cikel faga T4 
Fag T4 je tipično virulenten, njegov življenjski cikel pa delimo na pet različnih stopenj: 
adsorbcija, vstavitev fagne DNA, sinteza fagnega genoma in proteinov, sestavljanje fagnih 
delov v zrele fage ter liza celice z izpustom novonastalih fagov. Celoten cikel je prikazan 
na sliki 5 (Carter in Saunders, 2007; Tortora in Funke, 2013).  
 
Slika 5: Življenjski cikel fagov poddružine Tevenvirinae, v katero spada tudi fag T4. (Tortora in Funke, 
2013). 
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2.2.3.1 Adsorbcija in vstavitev fagne DNA 
Razmnoževanje fagov se prične, ko se fag adsorbira na bakterijo. Pritrditev fagov na 
bakterijo je kombinacija fizikalne difuzije, biokemijskih interakcij površin ter 
komformacijskih sprememb proteinov, ki se vežejo na receptorje (Storms in Sauvageau, 
2015). Fagi se na bakterijski površini vežejo le na specifične receptorje, kar posledično 
pomeni, da fag ne more okužiti vsake bakterijske celice (Carter in Saunders, 2007; Prescott 
in Klein, 2002; Rakhuba in sod., 2010). V primeru faga T4 se ta veže na proteinske 
receptorje porine OmpC in LPS receptorje, ki se nahajajo na zunanji celični membrani. 
Študije so pokazale, da odsotnost enega od dveh receptorjev vodi v zmanjšano sposobnost 
infekcije faga T4, medtem ko odsotnost obeh receptorjev vodi v odpornost bakterije na fag 
T4 (Yu in Mizushima, 1982). Adsorbcija se prične z reverzibilno vezavo dolgih repnih 
fibril faga na receptorje. Ko je enkrat fag adsorbiran na bakterijsko celico se začne 
»sprehajati« po celični površini, dokler ne najde primernega receptorja. Pri tem se 
vzpostavijo šibke interakcije, ki so hkrati dovolj šibke, da omogočajo prekinitev stika v 
kolikor je to potrebno, vendar hkrati dovolj močne, da preprečijo  nepotrebno desorbcijo iz 
celice (Storms in Sauvageau, 2015). Adsorbcija se prične z reverzibilno vezavo dolgih 
repnih fibril faga na receptorje. Vezava vsaj treh repnih fibril na bakterijske receptorje 
sproži signal do bazne plošče (Rakhuba in sod., 2010), ki nato spremeni konformacijo iz 
heksagonalne v zvezdno ter se s trni ireverzibilno veže na LPS receptorje. Sprememba 
konformacije sproži skrčenje repnega plašča, pri čemer notranja repna cev kot igla predre 
zunanjo membrano bakterije (Aksyuk in sod., 2009; Moody, 1973; Acheson, 2011).  
 
Slika 6: Adsorbcija faga na bakterijsko celico. a prikazuje reverzibilno vezavo repnih fibril faga na zunanjo 
membrano bakterije, b prikazuje ireverzibilno vezavo bazne plošče faga na zunanjo membrano bakterije in c 
prikazuje skrčenje repnega plašča in vstavitev fagnega genoma (Madigan in sod., 2014). 
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Na koncu repne cevi encim lizocim razgradi peptidoglikansko periplazmo in prodre do 
notranje celične membrane. Takrat se sproži signal za vbrizganje fagne DNA v notranjost 
bakterijske celice, za katero je potreben elektrokemijski potencial (Labedan in Goldberg, 
1979). Adsorbcija in vstavitev DNA je prikazana na sliki 6. Adsorbcija fagnih delcev na 
bakterije sledi kinetiki prvega reda, ki jo lahko opišemo z enačbo (4), kjer je   adsorbcijska 
konstanta, X koncentracija bakterij in t čas v katerem koncentacija fagov pade iz Po 
(začetne) do P (končne). 
  
   
  
   
  
 
                                                                                                      … (4)                                                            
Adsorbcijska konstanta je torej verjetnost adsorbcije fagov v določenem volumnu in 
določenem času, najpogosteje predstavljena v ml/min. Odvisna je od velikosti bakterij, 
efektivnega radiusa fagov, hitrosti difuzije fagov in verjetnosti pritrditve ob stiku faga in 
bakterije. Meritve adsorbcije se uporabljajo tudi za zaznavo fagov ali bakterij, ki imajo 
mutacijo v receptorju, stabilnost membrane bakterij, določitev organskih in anorganskih 
dejavnikov, ki vplivajo na adsorbcijo. Uporabljajo se tudi za določitev adsorbcije fagov na 
dele bakterije kot tudi abiotske snovi kot je glina (Clokie in Kropinski, 2009).  
2.2.3.2 Sinteza fagnega genoma in proteinov  
Po vstavitvi fagnega genoma v bakterijsko celico se prične prepisovanje specifičnih fagnih 
genov, medtem ko se sinteza bakterijske DNA in RNA preneha. Bakterijska RNA 
polimeraza prepiše fagne gene, ki kodirajo proteine za modifikacijo RNA polimeraze. 
Zaradi modifikacij se prepisovanje bakterijskih genov preneha, saj RNA polimeraza ne 
prepozna več bakterijskih promotorjev. Nadaljuje se s prevajanjem fagne mRNA, kmalu 
zatem pa se že prične podvojevanje fagne DNA. Pri prevajanju sodelujejo bakterijski 
ribosomi, encimi in aminokisline (Tortora in Funke, 2013). Genom faga vsebuje zapis za 3 
glavne skupine proteinov, glede na to kdaj se sintetizirajo: zgodnje, srednje in pozne 
proteine. Med zgodnje proteine spadajo encimi za sintezo in glikozilacijo 5-hidroksimetil-
citozina, za sintezo kopije fagnega genoma, za razgradnjo bakterijske DNA na nukleotide, 
ki se v procesu uporabijo za sintezo fagne DNA ter encimi za modifikacijo bakterijske 
RNA polimeraze (Madigan in sod., 2014; Prescott in Klein, 2002). Poleg zgoraj naštetih 
encimov, genom vsebuje tudi zapis za protein gpAlc, ki blokira prepisovanje bakterijske 
DNA, saj ta vsebuje citozin. Pod srednje in pozne proteine spadajo: dodatni proteini za 
kasnejšo modifikacijo RNA polimeraze ter regulacijo prepisovanja genov; proteini, ki so 
sestavni deli glave in repa; proteini, ki so odgovorni za sestavljanje fagnih delov v zrele 
fage ter proteini katerih naloga je izpust virusov iz bakterijske celice (Madigan in sod., 
2014). Geni s podobnimi funkcijami, kot so sestavni deli glave ali repa, so v genomu 
skupaj, medtem ko so geni, ki kodirajo zgodnje proteine, na drugi lokaciji kot geni, ki 
kodirajo pozne proteine in se tudi prepisujejo v različno smer. Prepisovanje genov vedno 
poteka v smeri od 5' proti 3' koncu. Geni za zgodnje proteine so tako na nasprotni verigi 
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DNA kot geni za pozne proteine (Prescott in Klein, 2002). Po podvojevanju fagnega 
genoma se kopije DNA povežejo na komplementarnih koncih in tako tvorijo dolge 
konkatemere (Tortora in Funke, 2013).  
2.2.3.3 Sestavljanje fagnih delov v zrele fage 
Pri pakiranju fagne DNA v kapsido se v prvi fazi proteini kapside povežejo s portalnimi 
proteini preko signalnih proteinov, ki se kasneje odstranijo. Motorček za pakiranje fagne 
DNA v prokapsido se pritrdi na njeno odprtino. S pomočjo ATP molekul se nato DNA pod 
pritiskom pakira v notranjost prokapside s hitrostjo 2000bp/s (Orlova, 2012; Prescott in 
Klein, 2002). Ko je kapsida polna, se konkatemera odreže in motorček se odstrani, kamor 
se nato pritrdi vrat z izrastki.  
 
V primeru sestavljanja fagnega repa se posamezni deli v celici sestavijo ločeno. 
Sestavljanje repa se prične z bazno ploščo, ki se sestavi iz 15 različnih proteinov. Na bazno 
ploščo se pritrdi cev in okoli nje plašč. Posebej se sestavijo tudi dolge repne fibrile, ki se 
pritrdijo na fag (Prescott in Klein, 2002; Tortora in Funke, 2013). 
2.2.3.4 Liza celic in izpust zrelih fagov 
Ko so enkrat zreli fagi sestavljeni, sledi liza bakterijske celice, ki je strogo reguliran 
proces. Za lizo bakterije sta potrebna proteina holin in lizocim. Holin se sintetizira v pozni 
fazi življenjskega cikla faga in ustvari luknje v notranji celični membrani. Nato lizocim, ki 
je peptidoglikanska hidrolaza, razgradi peptidoglikan celične stene, kar povzroči celično 
lizo in smrt bakterije. Zreli fagi zapustijo bakterijsko celico in so nato sposobni inficirati 
druge bakterije (Schmelcher in sod., 2012; Wang in sod., 2000). Obdobje od same 
združitve bakterij z fagi do lize celic in izpustom novonastalih fagov imenujemo latentna 
perioda.  
 
V primeru velikega števila adsorbiranih fagov na eni bakteriji lahko opazimo, da so virusi 
sposobni tudi lizirati bakterije. Liza se pojavi še preden se fagi sintetizirajo. Temu pojavu 
pravimo v angl. lysis from without. Po drugi strani pa lahko bakterija inhibira lizo. 
Inhibicija se razvije, ko se na bakterijo, ki že sintetizira nove fage, adsorbirajo drugi fagi in 
se posledično  liza celice zamakne in sinteza novih fagov nadaljuje. Temu pojavu pravimo 
inhibicija lize. Prednost zaustavitve lize je, da se ta pojavi takrat, ko je v bližini velika 
populacija fagov in dodatno povečanje števila fagov v okolici ni potrebno. Izpust fagov se 
zgodi, ko je v okolici bakterije majhno število fagov (Abedon, 1992, 2011).  
2.2.3.5 Poskus enostopenjske rasti 
Poskus enostopenjske rasti sta razvila znanstvenika Max Delbrück in Emory Ellis leta 1939 
in s tem zaznamovala začetek modernega raziskovanja fagov. S pomočjo poskusa 
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enostopenjske rasti lahko proučujemo življenjski cikel fagov. V začetni fazi združimo 
bakterijsko kulturo in fage ter mešanico kratek čas pustimo v mirovanju, med katerim 
poteče adsorbcija. V naslednji fazi mešanico razredčimo z namenom, da se novonastali 
prosti fagi po lizi bakterij ne vežejo na nove bakterije. Koncentracijo prostih fagov 
določimo z metodo štetja plakov. Skozi čas tako dobimo rastno krivuljo fagov z značilnimi 
fazami, prikazano na sliki 7.  
 
Slika 7: Rastna krivulja poskusa enostopenjske rasti. Modra krivulja predstavlja število zrelih fagov, rdeča pa 
predstavlja število prostih fagov (neadsorbiranih in novonastalih prostih) (Prescott in Klein, 2002). 
Med latentno periodo, ki se prične takoj po združitvi bakterij in fagov, ne zaznamo 
spremembe v koncentraciji prostih fagov. Latentna perioda je najkrajše obdobje, potrebno 
za proizvodnjo in izpust zrelih fagov. Med prvo polovico latentne periode bakterije ne 
vsebujejo zrelih fagov, kar lahko dokažemo z lizo s pomočjo kloroforma. Obdobje, v 
katerem pride do sinteze fagne DNA in proteinov in se fagov ne da detektirati,  imenujemo 
perioda eklipse. Znotraj bakterij se nato število zrelih fagov začne povečevati dokler celice 
ne lizirajo, kjer se latentna perioda konča. V nadaljevanju se število prostih fagov 
povečuje, saj bakterijske celice lizirajo in sprostijo novonastale fage v okolico (perioda 
rasti). Ko lizirajo vse inficirane bakterije, se število prostih fagov ustali in dobimo plato. 
Končno število novonastalih fagov lahko uporabimo za izračun pomnožitvenega števila, 
števila fagov, ki jih producira ena bakterija (Prescott in Klein, 2002).  
2.2.4 Raznovrstna uporaba fagov 
Fagi imajo velik potencial uporabe na področjih molekularne biologije in biotehnologije.  
So modelni organizmi za proučevanje tako rastlinskih kot živalskih virusov. Na področju 
genetike pa so glavni razlog za razumevanje podvojevanja DNA, rekombinacij, 
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prepisovanja, prevajanja in uravnavanja izražanja genov. Veliko encimov (med drugim 
reverzna transkriptaza in RNA polimeraza), ki se dnevno uporabljajo v molekularni 
biologiji, so pridobljeni iz fagnega genoma. Restrikcijski encimi, ki se uporabljajo pri 
genskem kloniranju, so bili prav tako odkriti med raziskavami fagnih infekcij različnih 
gostiteljev (Carter in Saunders, 2007). Uporabljamo jih tudi za dostavo cepiv (DNA in 
proteinov) in za prikaz proteinov in protiteles (Haq in sod., 2012). 
 
Po drugi strani pa so fagi koristni za detekcijo določene vrste bakterije v primeru izbruha 
epidemije. Iz kombinacije različnih fagov, ki se vežejo na bakterijo lahko določimo celo 
sev bakterije. Trenutno to lastnost uporabljajo za detekcijo bakterij iz rodu Salmonella. 
Določene fage lahko uporabljamo tudi kot biološke označevalce pri onesnaževanju okolja, 
v živilskih industrijah in sanitacijo bolnic (Carter in Saunders, 2007). Poleg določanja 
bakterijske vrste pa jih uporabljamo tudi kot orodje kontrole živil. Aplikacija fagov na 
površini mesa in drugih živil se je izkazala kot zelo uspešna metoda pri zmanjšanju števila 
bakterij (Sabouri in sod., 2017; Snyder in sod., 2016). Uporablja se kot dodatek v krmi za 
perutnino, saj je ta pogosto okužena z bakterijami rodu Campylobacter jejuni. Bakterija je 
za perutnino sicer nenevarna, vendar povzroča zastrupitev in druge zaplete pri ljudeh 
(Umaraw in sod., 2017). 
 
Poleg zgoraj naštetih področjih se v zadnjem času ponovno postavlja fage v ospredje kot 
možnost zdravljenja bakterijskih okužb. Kmalu po odkritju fagov so jih uporabljali za 
zdravljenje bakterijskih okužb, vendar sta zanimanje in raziskave na tem področju 
izzveneli z odkritjem antibiotikov. V zadnjih letih pa so raziskave na tem področju 
ponovno aktualne, saj je vedno več patogenih bakterijskih sevov, ki so odporni na 
antibiotike (Carter in Saunders, 2007; Haq in sod., 2012). 
2.2.4.1 Fagna terapija 
V preteklosti je bil glavni razlog za upad fagne terapije pomanjkljivo znanje in 
razumevanje biologije fagov. Pomembnost njihove diverzitete in specifičnosti je bila 
podcenjena, kar je vodilo v izbiro napačnih vrst fagov ali premajhne doze (Weld in sod., 
2004).  
 
Fagi, ki so primerni za fagno terapijo, morajo imeti naslednje lastnosti:  
 Morajo biti viabilni in striktno virulentni. Genom ne sme vsebovati genov, ki 
kodirajo eksotoksine in druge virulentne dejavnike, ne sme se uporabljati 
temperatnih fagov, 
 Njihovo razmnoževanje mora biti hitrejše kot je njihovo odstranjevanje od mesta 
zdravljenja,  
 Končno zdravilo ne sme vsebovati ostankov bakterij in ostalih nečistoč, ki bi lahko 
škodovale človeku,  
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 Fagi v pripravku morajo ostati viabilni od časa proizvodnje do uporabe (Gill in 
Hyman, 2010).  
V primerjavi z antibiotiki so fagi veliko bolj tarčno specifični, saj okužijo le bakterije, ki 
imajo receptorje, na katere se lahko vežejo in uspešno vstavijo DNA ter imajo razvito 
obrambo pred bakterijskim imunskim odzivom. Zaradi zgoraj naštetega lahko okužijo le 
določeno vrsto, rod ali družino sorodnih bakterij, medtem ko na črevesno mikrobioto 
nimajo učinka. Tudi pri uporabi fagov, ki imajo širši spekter delovanja, je zelo majhna 
verjetnost sekundarnih okužb (na primer s Candido albicans in Clostridium difficile), ki so 
pogoste pri uporabi antibiotikov (Haq in sod., 2012; Loc-Carrillo in Abedon, 2011). 
Najpogosteje se za zdravljenje uporablja tako imenovani fagni koktajl, ki je mešanica 
različnih fagov, ki se adsorbirajo na različne receptorje bakterij. Verjetnost, da terapija 
zaradi razvite odpornosti bakterij na fage, ne bo uspela, je posledično minimalna (Gill in 
Hyman, 2010; Weld in sod., 2004). Tak je na primer izdelek LMP-102, ki ga je razvilo 
podjetje Intralytix Incorporated. Fagni koktail vsebuje 6 različnih fagov, ki napadajo več 
različnih bakterijskih sevov Listeria monocytogenes, vendar se adsorbirajo na različne 
receptorje. Pri zdravljenju ran, kjer je prisotnih več škodljivih bakterij, se pa uporablja 
fagni koktajl, ki vsebuje fage, ki napadajo različne vrste bakterij. Prednost takega koktajla 
je takojšnje zdravljenje, saj ni potrebno predhodnega diagnosticiranja povzročitelja 
akutnega obolenja (Gill in Hyman, 2010).   
  
Poleg specifičnosti je prednost fagov pred antibiotiki v tem, da si bakterija po uspešni 
infekciji s fagom ne more povrniti vitalnosti in tako evolucijsko razviti rezistenco, kot se 
lahko zgodi pri uporabi antibiotika tetraciklina. Druga prednost v primerjavi z antibiotiki je 
t. i. samo-doziranje, kar pomeni, da se bo število fagov po apliciranju na mestu zdravljenja 
samo povečevalo in se bodo nato izločili iz telesa. S tem lahko potencialno zmanjšamo 
dozo, ki je potrebna za uspešno infekcijo bakterij in je tako proizvodnja zdravila cenejša 
(Haq in sod., 2012; Loc-Carrillo in Abedon, 2011). Poleg tega je v primeru  pojava 
odpornosti bakterije na antibiotike razvoj dolgotrajen in drag, v primerjavi z fagi, kjer je 
izolacija novih fagov veliko hitrejša in cenejša (Petty in sod., 2007). Naslednja prednost 
uporabe fagov je boljša sposobnost prodiranja v notranjost bakterijskega filma, ki ga te 
tvorijo in posledično bolj učinkovito zdravljenje (Loc-Carrillo in Abedon, 2011).    
 
Sami fagi niso toksični, saj so sestavljeni iz nukleinskih kislin in proteinov vendar vseeno 
lahko komponente med proizvodnjo fagov izzovejo odziv imunskega sistema. Za 
zdravljenje se zato uporablja visoko prečiščene fagne pripravke, saj lahko endotoksini in 
morebitni alergeni v gojišču povzročijo anafilaktični šok v telesu (Loc-Carrillo in Abedon, 
2011). Po drugi strani pa lahko tudi fagi sprožijo imunski odziv, ki je odvisen od mesta 
okužbe in mesta apliciranja fagov kar predstavlja velik problem. Pri topikalni vstavitvi 
fagov je imunski odziv majhen, medtem, ko v krvnem obtoku in notranjih organih, kjer 
fagi niso naravno prisotni, sproži tako prirojen kot pridobljen imunski odziv. Med 
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zdravljenjem fagi lahko sprožijo tudi nastanek protiteles, ki nevtralizirajo fage. Epitopi 
protiteles se vežejo na mesta faga, ki so nujno potrebna za infekcijo bakterije. Zato je 
potrebno za vsak fag uporabljen pri fagni terapiji opraviti testiranja imunološkega odziva 
(Cisek in sod., 2017).  
   
Drug izziv predstavlja ugotovitev, da večina fagov potrebuje kisik in rastočo bakterijsko 
kulturo za uspešno odstranitev bakterij. V primeru črevesja, kjer je anaerobno okolje in 
bakterije tekmujejo s preostalo črevesno mikrobioto, je učinkovitost fagov lahko 
vprašljiva. Poleg tega predstavlja pri oralnem jemanju zdravila problem želodčna kislina in 
proteolitična aktivnost v želodcu, ki lahko zmanjšata viabilnost fagov. Za stabilnost fagov 
se v zdravilo dodaja antacid ali kalcijev karbonat, ki nevtralizirata želodčno kislino. Kot 
možno rešitev se poleg dodajanja kemikalij uporablja metodo ujetja fagov v polimere, kot 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
Za izvedbo poskusov smo potrebovali sledeči material in opremo. 
3.1.1 Laboratorijski material 
 Laboratorijske rokavice 
 Laboratorijska halja 
 Petrijevke premera 70 mm (majhne) in 90 mm (velike) 
 3 različne avtomatske pipete z nastavitvami 2 µl - 20 µl, 20 µ - 200 µl in 100 µl -
1000 µl 
 Nastavki za avtomatske pipete 
 5ml kapalna pipeta 
 25ml serološka pipeta  
 Nastavki za serološko pipeto 
 1,5-ml centrifugirke 
 50-ml centrifugirke 
 20-ml steklene epruvete s plastičnimi pokrovi, ki niso občutljivi na visoke 
temperature 
 Stojala za centrifugirke in epruvete 
 Steklene 100-ml in 250-ml erlenmajerice 
 500-ml in 1000-ml steklenice  
 Stekleni 40-ml bioreaktor 
 Cevke za pritok in iztok iz bioreaktorja, ki niso občutljive na visoko temperaturo 
 Plastične cepilne zanke za enkratno uporabo 
 Mikrotitrske plošče 
 Razkužilo Spitaderm in Incidin za razkuževanje rok in delovnih površin 
 Papirnate brisače 
 Aluminijasta folija  
 Vata   
3.1.2 Laboratorijska oprema  
 Digestorij z gorilnikom 
 Avtoklav 
 Računalnik  
 Programska oprema: Windows 7, Microsoft office 2007, Tecan i-control, Nanodrop 
software 
 Svetlobni mikroskop 
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 Spektrofotometer Tecan 
 Spektrofotometer Nanodrop 
 Tehtnica 
 Centrifuga 
 Inkubator s stresalnikom 
 Vodna kopel na 55° C 
 Hladilnik na -4° C 
 Zamrzovalnik na -20° C in -80° C 
 pH meter  
 Vrtinčnik 
 Črpalka 
 Magnetno mešalo 
 Štoparica 
 Zračna črpalka 
3.1.3 Mikroorganizmi 
Pri poskusih smo uporabili bakterijo Escherichia coli DSM-18039, sev z oznako K12 
MG1655 in fag T4 DSM-4505 iz mikrobiološke zbirke Leibnitz Inštituta v Nemčiji. 
3.1.4 Kemikalije 
 bujon LB (Sigma L3022) 
 Agar (Fluka 05040) 
 NaCl (Sigma 31434) 
 Želatina (Fluka 48723) 
 MgSO4 (Sigma M2643) 
 Tris (Merck 1.08387.0500) 
 50 % glicerol 
 Kloroform 
 Izopropanol 
 75 % etanol 
 96 % etanol 
 TRIzol (Invitrogen 15596026) 
 Voda brez prisotnih RNA-z (Invitrogen 10977049) 
 Natrijev dodecil sulfat (SDS) (Sigma 71726) 
 Gvanidin hidroklorid (Sigma G3272) 
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3.2 METODE 
3.2.1 Priprava gojišč in pufra 
3.2.1.1 Tekoče gojišče LB 
Za pripravo tekočega gojišča Luria-Bertani (LB) smo uporabili 100 % bujon LB. V 1000-
ml steklenico smo zatehtali 14 g bujona LB in natočili deionizirano vodo do oznake 700 
ml. Steklenico smo nato dobro premešali in zaprli s plastičnim pokrovom ter prekrili z 
aluminijasto folijo. Gojišče smo sterilizirali 20 minut pri temperaturi 121° C in tlaku 1,2 
bara. Po sterilizaciji smo steklenico ohladili na sobno temperaturo in gojišče v digestoriju 
ob ognju razdelili v 50-ml centrifugirke in jih označili. Centrifugirke smo shranili v 
hladilnik na 4° C. 
3.2.1.2 Trdni agar LB 
Za pripravo trdnega agarja Luria-Bertani (LB) smo uporabili 100 % bujon LB in 1,2 % 
agar (Clockie in Kropinski, 2009). V 1000-ml steklenico smo zatehtali 14 g bujona LB in 
8, 4 g agarja ter natočili deionizirano vodo do oznake 700 ml. Steklenico smo nato dobro 
premešali in zaprli s plastičnim pokrovom in prekrili z aluminijasto folijo. Agar smo 
sterilizirali 20 minut pri temperaturi 121° C in tlaku 1,2 bara. Po sterilizaciji smo 
steklenico ohladili v vodni kopeli na 55° C. V digestoriju ob ognju smo nato razlili agar v 
majhne in velike petrijevke. Petrijevke s strjenim agarjem smo nato položili v označene 
vreče ter shranili v hladilnik na 4° C.  
3.2.1.3 Mehki agar LB 
Za pripravo mehkega agarja Luria-Bertani (LB) (Blattner in sod., 1977) smo uporabili 100 
% bujon LB in 0,7 % agar. V 500-ml steklenico smo zatehtali 8 g bujona LB in 2,8 g 
agarja ter natočili deionizirano vodo do oznake 400 ml. Steklenico smo nato dobro 
premešali in zaprli s plastičnim pokrovom in prekrili z aluminijasto folijo. Mehki agar smo 
sterilizirali 20 minut pri temperaturi 121° C in tlaku 1,2 bara. Po sterilizaciji smo 
steklenico ohladili v vodni kopeli na 55° C. V digestoriju ob ognju smo nato razdelili 
mehki agar v epruvete po 5 ml in jih shranili v vodni kopeli. Sveži mehki agar smo 
pripravili vsak teden, saj tekstura po enemu tednu ni bila več primerna.  
3.2.1.4 Solno magnezijev (SM) pufer  
Za pripravo solno magnezijevega pufra (Clokie in Kropinski, 2009) smo v 1000-ml 
steklenico zatehtali 2,9 g NaCl in 0,5 g želatine ter odpipetirali 2 ml 2 M raztopine MgSO4 
in 25 ml 1 M Tris pufra s pH vrednostjo 7,5. Do oznake 500 ml smo nato v steklenico 
natočili deionizirano vodo. Steklenico smo pokrili s plastičnim pokrovom in aluminijasto 
folijo ter sterilizirali 20 minut pri temperaturi 121° C in tlaku 1,2 bara. Po sterilizaciji smo 
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pufer ohladili na sobno temperaturo in ga v digestoriju ob ognju razdelili v 50-ml 
centrifugirke. Centrifugirke smo nato shranili v hladilnik na 4°. 
3.2.2 Priprava delovne banke Escherichia coli  
Iz založne banke, ki je bila shranjena pri -80° C, smo pripravili delovno banko, s katero 
smo izvedli poskuse (Clockie in Kropinski, 2009). S cepilno zanko smo ob ognju (v 
digestoriju) na trdni agar razmazali bakterijsko kulturo iz založne banke do posameznih 
kolonij. Ploščo smo inkubirali pri temperaturi 37° C za 24 ur. Naslednji dan smo v sterilno 
erlenmajerico prenesli 50 ml tekočega gojišča LB in s cepilno zanko nacepili bakterijsko 
kulturo iz ene posamezne kolonije na trdnem agarju. Erlenmajerico smo prekrili s sterilno 
aluminijasto folijo in jo šaržno inkubirali pri temperaturi 37° C in stresanju 200 rpm za 24 
ur. Iz erlenmajerice smo odstranili 5 ml kulture ter dodali 9 ml 50 % glicerola v preostanek 
bakterijske kulture (končna koncentacija glicerola je bila torej 10 %) z namenom, da se pri 
zamrzovanju ne bi razvili veliki kristali, ki bi lahko vplivali na viabilnost celic. Bakterijsko 
kulturo smo nato razdelili v 1,5 ml centrifugirke po 0,5 ml in vzorce zamrznili pri -80° C. 
3.2.3 Priprava delovne banke T4 
Iz založne banke, ki je bila shranjena pri -20° C, smo pripravili delovno banko, s katero 
smo izvedli poskuse (Clockie in Kropinski, 2009). V prvem koraku smo šaržno nagojili 
bakterijsko kulturo. V sterilno erlenmajerico smo ob ognju (v digestoriju) natočili 100 ml 
tekočega gojišča LB in ga nacepili z bakterijsko kulturo iz delovne biobanke. 
Erlenmajerico smo prekrili s sterilno aluminijasto folijo in jo šaržno inkubirali pri 
temperaturi 37° C in stresanju 200 rpm do optične gostote med 0,1 in 0,2, kjer je bila 
bakterijska kultura v eksponentni fazi rasti. Bakterijsko kulturo smo inficirali v 
eksponentni fazi rasti, saj je bilo posledično najvišje pomnožitveno število fagov. 
Bakterijski kulturi v eksponentni fazi smo ob ognju dodali 50 µl faga iz založne biobanke 
in erlenmajerico šaržno inkubirali pri temperaturi 37° C in stresanju 200 rpm. Naslednji 
dan smo vsebino razdelili v dve 50-ml centrifugirki in ju centrifugirali 10 minut pri 10.000 
g. Supernatant iz obeh centrifugirk smo prelili v nove 50-ml centrifugirke in ponovno 
centrifugirali 10 minut pri 10.000 g. Supernatant smo nato filtrirali skozi 0,22 µm filter ter 
vzorca shranili v hladilnik na 4° C. Koncentracijo fagov smo določili z metodo štetja 
plakov (podrobneje opisano v poglavju: 3.2.12. Določitev koncentracije fagov z metodo 
štetja plakov in po potrebi redčili.  
3.2.4 Priprava prekonočne kulture  
Prekonočno kulturo je bilo potrebno pripraviti vsaj en dan pred poskusi. Ob ognju v 
digestoriju smo v sterilno 100-ml erlenmajerico natočili 50 ml tekočega gojišča LB. 
Erlenmajerico smo nato približno 30 minut segrevali v inkubatorju na 37° C. Ko je bilo 
gojišče na želeni temperaturi, smo s cepilno zanko bakterijsko kulturo iz delovne banke 
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nacepili gojišče. Bakterijsko kulturo smo nato inkubirali čez noč pri temperaturi 37° C in 
stresanju 200 rpm. Naslednji dan smo kulturo shranili v hladilnik do enega tedna (Clockie 
in Kropinski, 2009). Testirali smo tudi viabilnost bakterijske kulture z meritvami OD, ki so 
od prvega dne priprave iz vrednosti 0,91 padle v roku petih dneh na 0,80. 
3.2.5 Merjenje optične gostote  
Rast bakterijske kulture smo spremljali z meritvami OD. Na mikrotitrsko ploščo smo v treh 
tehničnih ponovitvah nanesli po 200 µl določenega vzorca bakterijske kulture in v drugih 
treh tehničnih ponovitvah po 200 µl tekočega gojišča LB. Vzorcem smo s pomočjo  
spektrofotometra izmerili OD na valovni dolžini 600 nm. Končno vrednost smo dobili 
tako, da smo z vrednosti tehničnih ponovitev izračunali povprečje ter vzorcem odšteli 
vrednost OD tekočega gojišča LB. 
3.2.6 Določevanje koncentracije bakterij s kultivacijsko metodo štetja kolonij na 
agarski plošči in nanašanjem z metodo kapljic 
Koncentracijo bakterij v vzorcu smo določili s kultivacijsko metodo štetja kolonij na 
agarski plošči (Naghili in sod., 2013). Najprej smo pripravili redčitveno vrsto s faktorjem 
10 do 10
n
. Pripravili smo torej n-število 1,5-ml centrifugirk s 450 µl tekočega gojišča LB z 
oznakami od 10 do 10
n
. V centrifugirko z oznako 10 smo prenesli 50 µl izhodnega vzorca 
in jo vrtinčili 10 sekund. Iz te centrifugirke smo naprej prenesli 50 µl v naslednjo in 
postopek ponovili do centrifugirke z oznako 10
n
. Na velike petrijevke s trdnim agarjem 
smo nanesli 10 µl kapljice vzorca v treh tehničnih ponovitvah za redčitve od 10 do 10
n
 
oziroma do redčitve, kjer smo pričakovali števne rezultate. Agarske plošče smo nato 
inkubirali čez noč pri temperaturi 37° C. Naslednji dan smo določili število bakterij, ki 
tvorijo kolonije in izračunali CFU/ml vzorca iz enačbe (5). Števne so kapljice, kjer je od 3 
do 30 kolonij. 
 
   
  
 
                                    
                     
                                                … (5)                                                        
 
Slika 8: Primer agarske plošče po inkubaciji. V danem primeru sta števni dve kapljici redčitve 10
6
. 
Koncentracija bakterij je v danem primeru 5·10
8
 CFU/ml.  
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3.2.7 Korelacija med optično gostoto (OD) in koncentracijo bakterij 
Vrednost OD nam ne prikazuje neposrednega podatka o koncentraciji živih celic, zato smo 
opravili poskuse, kjer smo določili korelacijo med OD in koncentracijo bakterij. V 
digestoriju ob ognju smo pripravili 1,5-ml centrifugirke z oznakami 0, 2, 4, 8, 16, 32, 64 in 
128, ki predstavljajo redčitve. V vse, razen centrifugirke z oznako 0, smo odpipetirali 0,5 
ml tekočega gojišča LB. V centrifugirko z oznako 0 smo odpipetirali 1 ml prekonočne 
kulture in iz te odpipetirali 0,5 ml v centrifugirko z oznako 2. Centrifugirko 2 smo vrtinčili 
10 sekund in nato prenesli 0,5 ml v centrifugirko z oznako 4 in tako naprej do centrifugirke 
z oznako 128. Vsem vzorcem smo izmerili OD.  
 
Vsakemu vzorcu smo nato določili koncentracijo bakterij, po zgoraj opisani kultivacijski 
metodi štetja kolonij na agarski plošči. Po inkubaciji vzorcev smo izračunali koncentracijo 
bakterij (CFU/ml) in grafično izrisali korelacijo OD in koncentracijo bakterij, prikazano na 
sliki 9. Točkam smo izrisali umeritveno premico, s pomočjo katere lahko izračunamo 
koncentracijo bakterij pri poljubni vrednosti OD. 
 
Slika 9: Korelacija med optično gostoto in koncentracijo bakterij in izrisana umeritvena premica. 
3.2.8 Rastna krivulja bakterijske kulture med šaržnim gojenjem 
V prvi fazi je bilo potrebno narediti šaržni poskus rasti bakterijske kulture, saj smo tako 
dobili informacije o določenih fazah rasti bakterije, ki so nam služile v nadaljnjih poskusih 
v kemostatu. 
 
Poskus rastne krivulje smo pripravili enako kot prekonočno kulturo, le da smo za 2 %-
vcepek uporabili prekonočno kulturo namesto delovne banke. Po inokulaciji smo v 30-
y = 2E+09x - 5E+07 
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minutnih intervalih merili vrednost OD. Med tem časom smo kulturo inkubirali pri 
temperaturi 37° C in 200 rpm. Iz vrednosti v posamezni časovni točki smo rast grafično 
prikazali. Hitrost rasti smo izračunali tako, da smo razmerje Xn/X0 naravno logaritmirali ter 
v linearnem delu grafa izrisali umeritveno premico. Naklon premice predstavlja hitrost 
rasti (µ), ki je podana v enotah h
-1
. Generacijski čas (td) prav tako v enotah h
-1
 lahko 
izračunamo iz enačbe (6) (Bitton, 1998). 
    
   
 
  
     
 
                                                                                                 … (6)                                                                    
3.2.9 Priprava stacionarne kulture 
Kontinuirno gojenje bakterijske kulture in poskuse s fagom smo naredili na optimiziranem 
sistemu, ki je deloval kot kemostat. Komponente sistema: 40-ml bioreaktor s 25 ml 
tekočega gojišča LB in magnetom, silikonske cevke, 2 l steklenico z 1,5 l tekočega gojišča 
LB smo ustrezno prekrili z aluminijasto folijo in sterilizirali v avtoklavu eno uro na 121 °C 
pri 1,2 bara. Po sterilizaciji smo sistem ohladili na 37 °C. Posamezne enote smo med seboj 
povezali in na odtok iz bioreaktorja dodali steklenico za odpad. V bioreaktorju je v prvi 
fazi potekalo šaržno gojenje. Nato smo v bioreaktor  sterilno nacepili 2 %-vcepek 
prekonočne kulture in nastavili mešanje na magnetnem mešalu na 400 rpm. OD smo 
spremljali v pol urnih intervalih. Na podlagi rastne krivulje smo predvidevali, da je 
bakterijska kultura v eksponentni fazi rasti približno po 1,5-2 urah. Takrat smo priklopili 
prečrpavanje gojišča na željen pretok od 0,1 do 0,4 ml/min. V sveže gojišče smo nastavili 
vpihavanje zraka in s tem zagotovili medij nasičen s kisikom. Bakterijski kulturi smo 
nadaljnjih nekaj ur spremljali OD in naslednji dan po ustalitvi pričeli s poskusi z fagom. Po 
končanih poskusih določenega pretoka smo spremenili pretok za naslednje poskuse ter 
počakali do naslednjega dne, ko se je vzpostavila stacionarna kultura. Kontinuirni sistem je 
tako obratoval 3 do 4 dni neprekinjeno.  
3.2.10 Primerjava velikosti bakterijskih celic pri različnih pretokih gojenja v 
kemostatu 
S pomočjo svetlobnega mikroskopa smo vzorcem bakterijske kulture poskusili določiti 
velikost bakterij. S pomočjo kapalke smo nanesli kapljico vzorca na objektno stekelce in 
pod kotom 45° pokrili s krovnim stekelcem. Preparat smo nato postavili na mizico 
mikroskopa in preko kamere na računalniku opazovali sliko.  
3.2.11 Določitev razmerja med celokupno RNA in celokupnimi proteini bakterijske 
kulture pri različnih pretokih gojenja v kemostatu 
Pri različnih pretokih gojenja bakterijske kulture smo določili razmerje med celokupno 
RNA in celokupnimi proteini. To razmerje izraža fiziološko stanje v katerem je bakterijska 
kultura pri danem pretoku gojenja. V prvem koraku smo izolirali celokupno bakterijsko 
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RNA in proteine ter določili njihovo koncentracijo. Iz dobljenih vrednosti smo nato 
izračunali razmerje. Protokol za izolacijo celokupne bakterijske RNA in celokupnih 
proteinov smo prilagodili na podlagi navodil uporabe kemikalije TRIzola proizvajalca 
Thermo Fisher Scientific (Thermo Fisher Scientific, 2016). V prvi fazi smo naredili celično 
lizo ter celične komponente ločili s pomočjo organskih topil in centrifugiranja. RNA in 
proteine smo nato izolirali ločeno iz istega vzorca in jih analizirali.  
3.2.11.1 Celična liza in ločevanje celičnih komponent 
Vzorec bakterijske kulture iz bioreaktorja, s koncentracijo približno 3·10
8
 CFU/ml, smo 
redčili za faktor 10 z destilirano vodo brez prisotnih RNAz. 250 µl razredčenega vzorca 
smo nato centrifugirali 10 minut pri 10.000 g. Po centrifugiranju smo peletu dodali 750 µl 
TRIzola in mešanico homogenizirali. TRIzol je monofazna raztopina, ki vsebuje fenol in 
gvanidin izotiocianat, ki razgradi biološke molekule in denaturira proteine (Thermo Fisher 
Scientific, 2016). Vzorec smo inkubirali 5 minut na sobni temperaturi. Nato smo vzorcu 
dodali 150 µl kloroforma in ponovno inkubirali vzorec 3 minute na sobni temperaturi. V 
naslednjem koraku smo vzorec centrifugirali 15 minut na 12.000 g, pri temperaturi 4° C. 
Mešanica se je po centrifugiranju ločila na spodnjo fenol-kloroformsko fazo (rdeča faza), 
srednjo fazo in brezbarvno vodno fazo, ki je prikazana na sliki 10. V zgornji fazi se je 
nahajala RNA, v spodnji pa DNA in proteini. 
 
Slika 10: Ločitev vzorca na zgornjo vodno fazo in spodnjo fenol-kloroformsko fazo. 
3.2.11.2 Izolacija in analiza celokupne RNA  
Pod kotom 45° smo s pipeto odvzeli vodno fazo, v kateri se je nahajala RNA, in jo prenesli 
v novo 1,5-ml centrifugirko, kateri smo dodali 375 µl izopropanola. Vzorec smo nato 
inkubirali 10 minut na sobni temperaturi ter nadaljevali s centrifugiranjem na 12.000 g, 10 
minut pri temperaturi 4° C. Po centrifugiranju smo supernatant zavrgli ter pelet 
resuspendirali v 750 µl 75 % etanola in nekaj sekund vrtinčili. Sledila je ponovna 
27 
Modic P. Vpliv fiziološkega stanja Escherichia coli na latentno periodo … bakteriofaga T4.  
       Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Biotehnologije, 2018 
 
centrifugacija 5 minut na 7500 g, pri temperaturi 4° C. Supernatant smo nato zavrgli in 
vzorec s peletom osušili na zraku 5-10 minut, vendar je ta moral biti še vedno topen. Pelet 
smo ponovno resuspendirali v 50 µl deionizirane vode brez RNA-z z 0,5 % SDS. Vzorec 
smo nato inkubirali v vodni kopeli 12 minut pri temperaturi 55° C in ga analizirali s 
spektrofotometrom Nanodrop.  
3.2.11.3 Izolacija in analiza celokupnih proteinov 
V mikrocentrifugirko z vzorcem, kjer smo že odstranili vodno fazo z RNA, smo dodali 225 
µl 96 % etanola in nekajkrat obrnili mikrocentrifugirko. Vzorec smo inkubirali pri sobni 
temperaturi 3 minute in nato centrifugirali 5 minut na 2000 g, pri temperaturi 4° C. 
Supernatant, kjer so se nahajali proteini, smo prenesli v drugo 1,5-ml centrifugirko. Vzorcu 
smo dodali 1,125 ml izopropanola in inkubirali 10 minut na sobni temperaturi. Vzorec smo 
nato centrifugirali 10 minut na 12.000 g, pri temperaturi 4° C in nato supernatant zavrgli. 
V naslednjem koraku smo pelet resuspendirali v 1,5 ml raztopine 0,3 M gvanidin 
hidroklorida v 95 % etanolu. Vzorec smo inkubirali 20 minut na sobni temperaturi in 
centrifugirali na 7500 g, 5 minut pri temperaturi 4° C. Po centrifugiranju smo supernatant 
zopet zavrgli. Postopek resuspendiranja smo ponovili še dvakrat. Peletu smo nato dodali 2 
ml 100 % etanola in vzorec nekaj sekund vrtinčili. Vzorec smo inkubirali 20 minut na 
sobni temperaturi. V naslednjem koraku smo vzorec centrifugirali 5 minut na 7500 g, pri 
temperaturi 4° C. Supernatant smo zavrgli in vzorec s peletom osušili na zraku 5-10 minut, 
vendar je ta moral biti še vedno topen. Pelet smo v nadaljevanju resupendirali v 0,2 ml 1 % 
raztopine SDS v 20 mM Tris pufru s pH 7,5. Mešanico smo za nekaj minut inkubirali na 
55° C. Nato smo vzorec centrifugirali na 10 minut na 10.000 g, pri temperaturi 4° C ter 
supernatant prenesli v novo mikrocentrifugirko. Celokupne proteine smo analizirali s 
spektrofotometrom Nanodrop. 
3.2.12 Določitev koncentracije fagov z metodo štetja plakov  
Koncentracijo fagov v vzorcih smo določili z metodo štetja plakov, za katero smo uporabili 
petrijevke s trdnim agarjem (Clokie in Kropinski, 2009). Na stojalu smo nato iz vodne 
kopeli prinesli epruvete po 5 ml pripravljenega mehkega agarja v digestorij ob ognju. V 
vsako epruveto smo dodali 100 μl prekonočne bakterijske kulture in epruveto rahlo 
premešali na vrtinčniku (približno 10 sekund). Mehki agar smo nato prelili v označene 
petrijevke in rahlo zakrožili po površini, da se je agar enakomerno razlil po vsej površini. 
Postopek vlivanja mehkega agarja mora biti hitro, saj se ta na sobni temperaturi hitro 
prične strjevati. Plošče smo pustili najprej zaprte 5 minut, da se je mehki agar strdil, nato 
pa še odprte 5-10 minut, da je voda iz površin izparela. V nasprotnem primeru bi se nam 
kapljice vzorcev razlivale in združevale ter posledično oteževale štetje plakov. Po sušenju 
smo premešali centrifugirke z vzorci na vrtinčniku ter na agar nanesli 10 µl kapljice 
posameznih redčitev faga v 2-3 tehničnih ponovitvah . Plošče smo nato pustili 10 minut 
odprte ob ognju, da so se kapljice posušile. Plošče smo inkubirali pri temperaturi 37° C 
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preko noči in naslednji dan določili število plakov. Števne so bile kapljice, kjer je bilo od 3 
do 30 plakov. Koncentracijo fagov smo določili iz enačbe (7).  
   
  
 
                                   
                     
                                                  … (7)                                                                                          
 
Slika 11: Primer agarske plošče po inkubaciji. S puščico so označene števne kapljice iz katerih lahko 
izračunamo koncentracijo fagov. 
3.2.13 Določanje konstante adsorbcije fagov na bakterijsko celico  
Pri poskusih smo spremljali število prostih (nevezanih) fagov od trenutka infekcije do 
nadaljnjih 20 minut s pomočjo kloroforma, ki omogoča zamrznitev stanja v določeni 
časovni točki. Adsorbcija faga T4 se ponavadi zgodi v 10 minutnem  intervalu po infekciji. 
Protokol smo prilagodili po študijah  avtorjev Clockie in Kropinski, 2009 in Abedon, 2009. 
3.2.13.1 Priprava materiala za poskus 
Dan pred začetkom poskusa smo pripravili ustrezno število 1,5-ml centrifugirk za 
vzorčenje med  poskusom adsorbcije in za vzorčenje kontrole faga. V vsako centrifugirko 
smo odpipetirali 950 µl SM pufra in 2 kapljici kloroforma. Pripravili smo tudi ustrezno 
število 1,5-ml centrifugirk za za redčitveno vrsto v katere smo odpipetirali 450 μl SM 
pufra. Za vzorčenje kontrole bakterije mo pripravili prazno 1,5-ml centrifugirko in sedem 
1,5-ml centrifugirk, napolnjenih z 450 μl tekočega gojišča LB za redčitveno vrsto. 
Pripravili smo tudi ustrezno število epruvet mehkega agarja in agarskih plošč.  
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3.2.13.2 Vzorčenje, redčenje in metoda štetja plakov 
Glede na Poissonovo porazdelitev je pri nizkem razmerju med številom fagov in bakterij 
oziroma MOI, verjetnost infekcije bakterij z 2 ali več fagi hkrati nizka (Clockie in 
Kropinski, 2009). Pri naših poskusih smo določili vrednost MOI na približno 0,1.  
Ob iztoku iz kemostata smo zbrali 1 ml bakterijske kulture z določeno koncentracijo v 1,5-
ml centrifugirki in ji sterilno ob ognju dodali ustrezen volumen fagov iz delovne banke s 
koncentracijo 2·10
9 
PFU/ml. Ob združitvi faga in bakterijske kulture smo pričeli meriti čas. 
Centrifugirko z vzorcem smo med poskusom inkubirali na 37 °C. Vzorčili smo vsako 
minuto do 8. minute in nato ob času 10, 15 in 20 minut. Ob vsakem vzorčenju smo prenesli 
50 µl vzorca v centrifugirko za vzorčenje. Po vzorčenju smo centrifugirke zmešali na 
vrtinčniku in jih postavili na led. Na tak način smo uničili nadaljnjo aktivnost, saj je 
kloroform uničil inficirane celice, led in 20-kratna redčitev pa sta dodatno upočasnila 
nadaljnjo adsorbcijo. Po končanem poskusu smo za vsak vzorec naredili redčitveno vrsto s 
faktorjem 10 do 10
3
 za metodo štetja plakov. Iz vzorca z dodanim kloroformom smo 
odvzeli 50 μl in jih prenesli v centrifugirko z oznako redčitve 10. Centrifugirko smo 
premešali na vrtinčniku in iz centrifugirke z oznako 10 prenesli 50 μl vzorca v 
centrifugirko z oznako 10
2
 in ponovili postopek do konca redčitvene vrste. Po končanih 
redčitvah je sledilo nanašanje vzorcev na agarske plošče.   
3.2.13.3 Kontrola bakterije in faga 
Poleg samega poskusa adsorbcije smo pripravili tudi kontrolo faga (F). V 1,5-ml 
centrifugirko smo odpipetirali določen volumen faga in namesto bakterijske kulture dodali 
1 ml tekočega gojišča LB, tako da je bilo razmerje volumnov enako kot pri poskusu 
adsorbcije (npr. pri poskusu smo zmešali 1 ml bakterijske kulture in 10 μl faga). Kontrolo 
fagov smo potrebovali za podatek o začetnem številu fagov ob času 0 oziroma ob infekciji. 
Vzorec smo vzorčili v treh tehničnih ponovitvah in s tem bolj natančno določili 
koncentracijo vhodnih fagov. Vzorcem smo določili koncentracijo fagov z metodo plakov. 
Kontrolo fagov smo v nadaljevanju tretirali enako kot vzorec za poskus adsorbcije (glej 
poglavlje: 3.2.13.2. Vzorčenje, redčenje in metoda štetja plakov.  
 
Tik pred začetkom poskusa smo odvzeli približno 100 µl vzorca bakterijske kulture, ki je 
služil za določanje koncentracije bakterije ob času infekcije. S pomočjo tega in znane 
koncentracije faga ob času infekcije smo izračunali dejanski MOI. Koncentracijo bakterij 
smo določili na podlagi metode štetja kolonij, podrobneje opisana v poglavju: 3.2.6. 
Določevanje koncentracije bakterij s kultivacijsko metodo štetja kolonij na agarski plošči 
in nanašanjem z metodo kapljic. 
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3.2.13.4 Izračun adsorbcijske konstante (   
Dobljene vrednosti koncentracije fagov za vsak časovni interval adsorpcije smo 
logaritmirali z naravnim logaritmom in grafično prikazali v odvisnosti od časa. Padajočim 
vrednostim smo izrisali umeritveno premico. Konstanto adsorbcije smo določili iz enačbe 
(8), kjer k predstavlja naklon umeritvene premice, X0 pa predstavlja koncentracijo bakterij 
pred infekcijo. 
    
 
  
                                                                                                             … (8)                                                                             
3.2.14 Določitev latentne periode in pomnožitvenega števila 
Poskus enostopenjske rasti zajema fazo adsorbcije, združitev inficiranih bakterij in 
stacionarne kulture ter spremljanje števila prostih in celokupnih fagov v kemostatu. Iz 
rezultatov smo dobili rasno krivuljo fagov, ki je v obliki črke S. Prvi plato predstavlja 
latentno periodo (obdobje od združitve bakterijske kulture s fagi do lize bakterij in izpust 
novonastalih fagov), temu sledi narast na račun novonastalih fagov in nato ponovno plato, 
saj so vsi infektivni centri lizirani. Razlika med zgornjim in spodnjim platojem je število 
novonastalih fagov. Z upoštevanjem števila infektivnih centrov smo dobili pomnožitveno 
število, ki je število novonastalih fagov na eno bakterijo.  
3.2.14.1 Priprava materiala za poskus 
Dan pred začetkom poskusa smo pripravili ustrezno število praznih 1,5 ml-centrifugirk za 
jemanje vzorcev med poskusom iz kemostata. Pripravili smo tudi 1,5 ml-centrifugirke za 
tretiranje vzorcev s klorofomom, v katere smo odpipetirali  950 µl SM pufra in 2 kapljici 
kloroforma in tretiranje brez kloroforma v katere smo dodali 950µl SM pufra. Potrebovali 
smo tudi tri 1,5ml-centrifugirke za vzorčenje kontrole faga. V vsako centrifugirko smo 
odpipetirali 950µl SM pufra in 2 kapljici kloroforma. Za redčitveno vrsto smo pripravili 
ustrezno število 1,5 ml-centrifugirk v katere smo odpipetirali 450μl SM pufra. Za kontrolo 
bakterije smo pripravili eno prazno 1,5ml centrifugirko in sedem 1,5ml centrifugirk, 
napolnjenih z 450μl tekočega gojišča LB. Pripravili smo tudi ustrezno število epruvet 
mehkega agarja in agarskih plošč.  
3.2.14.2 Vzorčenje, redčenje in metoda štetja plakov  
Pri poskusu latentne periode in pomnožitvenega števila je bila vrednost MOI nizka, saj 
smo s tem dosegli, da je bilo več kot 99 % bakterij inficiranih le z enim fagom. Pri 
poskusih smo določili vrednost MOI 0,1. 
 
K enem mililitru stacionarne kulture zbrane ob iztoku iz kemostata z določeno 
koncentracijo smo sterilno ob ognju v digestoriju dodali ustrezen volumen iz delovne 
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banke z znano koncentracijo fagov (2·10
9
PFU/ml) v 1,5 ml centrifugirko. Ob združitvi 
faga in bakterijske kulture smo pričeli meriti čas. Prvih 5 minut je potekala adsorbcija, kjer 
smo vzorec inkubirali pri 37 °C, nato smo 125 µl vzorca prenesli v kemostat. Redčitev 
fagov je tako bila 200-kratna, saj je želena končna koncentracija približno 10
4 
PFU/ml. 
Vzorce smo zbirali dve uri na iztoku kemostata  v 6-minutnih intervalih po približno 150 
µl. Iz centrifugirke smo prenesli 50 µl v centrifugirko s kloroformom in 50 µl v 
centrifugirko brez kloroforma. Po vzorčenju smo centrifugirke zmešali na vrtinčniku 10 
sekund in centrifugirko s kloroformom postavili na led za 10 minut. Sledila je priprava 
redčitvene vrste s faktorjem 10 in metodo kapljic po zgoraj opisanem postopku. Iz vzorca 
brez kloroforma pa smo redčitveno vrsto in metodo kapljic po enakem postopku kot pri 
vzorcih s kloroformom naredili takoj po vrtinčenju.  
3.2.14.3 Kontrola bakterije in faga 
Poleg poskusa latentne periode in pomnožitvenega števila smo pripravili tudi kontrolo faga 
in bakterije po enakem postopku kot pri poskusu adsorbcije, opisanem v poglavju: 
3.2.13.3. Kontrola bakterije in faga.  
3.2.14.4 Določitev latentne periode in pomnožitvenega števila fagov 
Podatke o koncentracijah fagov smo uporabili za izris grafov z latentno periodo in 
pomnožitvenim številom zrelih fagov znotraj in izven bakterijskih celic po znanstvenem 
članku avtorjev Hadas in sod., 1997. Pri kontroli fagov in bakterij smo za izračun MOI-ja 
in izračun število inficiranih bakterij upoštevali še 4000-kratno redčitev, saj je bil fag po 
adsorbciji 200-krat redčen v kemostatu in še 20-krat pri jemanju vzorcev. Najprej smo 
izrisali graf, kjer smo združili vrednosti koncentracije fagov v vzorcih tretiranih s 
kloroformom in brez. Iz grafa smo lahko ocenili dolžino latentne periode.  
V nadaljevanju smo iz teh rezultatov grafično prikazali pomnožitveno število fagov na eno 
bakterijsko celico v odvisnosti od časa. Vrednosti PFU pridobljene iz vzorcev tretiranih s 
kloroformom (C1) predstavljajo število vseh fagov, tako prostih (C10) kot novonastalih 
znotraj bakterij (C2, ki je enak C1 - C10). C1 je med fazo eklipse enak C10, saj še ni 
novonastalih zrelih fagov. Vrednosti PFU pridobljene iz vzorcev tretiranih brez kloroforma 
(C3) predstavljajo število vseh infektivnih centrov, torej inficirane bakterije in bakterije z 
zrelimi fagi. C10 predstavlja ozadje in se tako odšteje tudi od C3. C4 predstavlja seštevek 
inficiranih bakterij in naravno sproščenih fagov (C3 – C10). Med latentno periodo je C4 
enak C40, ki je število inficiranih bakterij. Vrednosti C4 smo delili z C40, da smo dobili 
pomnožitveno število fagov (C5). Shematski prikaz rezultatov z oznakami je prikazan na 
sliki 12.  
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Slika 12: Grafični prikaz rezultatov z oznakami, katere smo uporabili za prikaz pomnožitvenega števila 
fagov. C1 so rezultati vzorcev tretiranih s kloroformom, C3 so rezultati vzorcev tretiranih brez kloroforma, 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
V sledečem poglavju so zbrani rezultati eksperimentalnega dela z razpravo. Na sliki 13 je 
povzet potek eksperimentalnega dela. Kvadrati s poudarjeno pisavo predstavljajo končne 
rezultate, ki so v sledečih podpoglavjih podrobneje opisani.  
 
Slika 13: Shematski prikaz poteka eksperimentalnega dela. Kvadrati z odebeljeno pisavo predstavljajo 
končne rezultate, ki so prikazani v sledečih podpoglavjih. 
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4.1 POSKUSI Z BAKTERIJSKO KULTURO 
Pred  začetkom sklopa poskusov s fagi smo opravili poskuse z izbrano bakterijsko kulturo 
in s tem dobili ključne podatke o njenem načinu rasti v obliki rastne krivulje. V 
nadaljevanju smo bakterijsko kulturo gojili v kemostatu pri različni specifični hitrosti rasti 
in določili razmerje med celokupno RNA in proteini ter velikostjo celic. S pomočjo teh 
podatkov smo lahko sklepali vpliv fiziološkega stanja bakterijske kulture določenega s 
specifično hitrostjo rasti na rastne parametre fagov. 
4.1.1 Rastna krivulja E. coli pri šaržnem gojenju 
Za testiranje bakterijske rasti uporabljenega bakterijskega seva K-12, smo gojili sev v 
šaržnem sistemu pri konstantnih pogojih. Za gojenje smo uporabili tekoče gojišče LB. Dan 
pred poskusom smo pripravili prekonočno kulturo, ki smo jo uporabili za 2 % vcepek 
svežega gojišča LB. Bakterijsko kulturo smo gojili pri 37° C in 200 rpm. Bakterijsko rast 
smo spremljali prvi dan v pol urnih intervalih ter še naslednji dan (po 25 urah) z meritvami 
OD pri valovni dolžini 600 nm. Koncentracijo bakterij pri danih vrednosti OD smo 
izračunali s pomočjo korelacije, ki je podrobneje opisana v poglavju: 3.2.7. Korelacija med 
optično gostoto (OD) in koncentracijo bakterij. Zaradi večje natančnosti smo za določene 
intervale eksperimentalno določili koncentracijo bakterij s kultivacijsko metodo štetja 
kolonij na agarskih ploščah, saj lahko delež živih celic pri visokih OD zelo variira.  
 
Slika 14: Rastna krivulja E. coli pri šaržnem gojenju, prikazana z OD v odvisnosti od časa gojenja. Prikazana 
je tudi koncentracija bakterij pri določenih časih gojenja. 
 
Slika 14 prikazuje rastno krivuljo bakterijske kulture iz katere lahko vidimo, da se v prvih 
30 minut gojenja OD bistveno ne spremeni, kar je posledica pomanjkanja esencialnih snovi 
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začetkom delitve sintetizirajo potrebne snovi, ki jih potrebujejo za normalno delovanje 
celice. Po sintezi se celice pričnejo deliti, kar lahko vidimo na sliki 14 in 15, saj po 30 
minutah bakterijska kultura prične rasti. 
 
Slika 15: Rastna krivulja E. coli pri šaržnem gojenju, prikazana s funkcijo ln(xn/x0) v odvisnosti od časa 
gojenja. 
 
Iz slike 16 lahko vidimo, da po eni uri gojenja nastopi eksponentna faza rasti, ko je 
specifična hitrost rasti najvišja. Po 1,5 h gojenja se rast upočasni, kar nam povesta 
vrednosti specifičnih hitrosti rasti, ki znašata 1,54h
-1
 po eni uri ter s 0,20h
-1
 po štirih urah 
gojenja. 
 
Slika 16: Funkcija ln(xn/x0) v odvisnosti od časa gojenja med 0,5 in 1,5h ter med 3,5h in 5h. Naklon 



















y = 1.5368x - 0.698 
R² = 0.9977 
y = 0.1999x + 2.1891 
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Iz slike 14 in 15 lahko vidimo, da je upočasnitev rasti razvidna že po 1,5 h gojenja, pri zelo 
nizkih vrednostih OD (0,2) in se nato nadaljuje do OD 1,1. V tej fazi lahko prihaja do 
znatnih sprememb v fiziološkem stanju celic. Weber in sod. so ugotovili, da  se v fazi 
upočasnjene rasti koncentracija proteina σ
s
, ki aktivira prepis genov odgovornih za prehod 
celic v stacionarno fazo, prične zviševati (Weber in sod., 2005). Upad rasti lahko 
pojasnimo tudi z nizko vsebnostjo sladkorjev v gojišču LB že na samem začetku gojenja 
(Sezonov in sod., 2007). Samo gojišče je namreč sestavljeno tako, da kot glavni vir hranil 
prevladuje ogljik v obliki peptidov in aminokislin, medtem ko je sladkorjev manj (Nikaido, 
2009; Sezonov in sod., 2007). Pomanjkanje sladkorjev v gojišču onemogoča rast celic v 
ravnotežnem stanju saj morajo celice spremeniti metabolizem na porabo aminokislin in 
peptidov kot vir ogljika. V našem primeru lahko to opazimo tako, da se specifična hitrost 
zmanjša, kar smo videli v intervalu OD med 0,2 do 1,1. Poleg tega je rast lahko omejena 
zaradi nižje koncentracije aminokislin in krajših peptidov, medtem ko je koncentracija 
velikih peptidov in proteinov, ki ne morejo skozi transportne kanalčke v notranjost 





), kar lahko spremeni strukturo LPS molekul, ki jih celica potrebuje za 
zagotavljanje stabilnosti zunanje membrane ter za obrambo. Poleg tega lahko nizke 
koncentracije dvovalentnih kationov preprečujejo povezovanje negativno nabitih LPS 
molekul na zunanji membrani, kar posledično vpliva na njeno stabilnost. (Nikaido, 2009). 
 
Po 25 urah gojenja lahko na sliki 14 opazimo, da OD rahlo upade, medtem ko se vrednost 
koncentracije bakterij med 5-imi in 25-imi urami gojenja razpolovi iz 2,8·10
9
 CFU/ml na 
1,4·10
9
 CFU/ml. Iz tega lahko sklepamo, da so bakterije po 25 urah gojenja v fazi 
odmiranja. OD vrednosti bakterijske kulture so med stacionarno fazo in fazo odmiranja 
skoraj nespremenjene, saj viabilnost celic ne vpliva na absorbanco svetlobe, medtem ko 
nam metoda kapljic poda dejansko koncentracijo bakterij. V fazi odmiranja so Sezonov in 
sod. dokazali, da se rast ustavi večinoma zaradi pomanjkanja vira ogljika in ne zaradi 
povišanja pH, ki je posledica kopičenja amonijaka (Sezonov in sod., 2007). 
4.1.2 Fiziološko stanje bakterijske kulture pri različnih pretokih gojenja v kemostatu 
Glavna prednost gojenja v kemostatu je boljša kontrola in spreminjanje hitrosti rasti 
bakterijske kulture s pomočjo spreminjanja volumna gojišča ali pretoka oziroma hitrosti 
redčenja. Pri gojenju v kemostatu lahko stalno dovajamo sveže ter odvajamo porabljeno 
gojišče iz bioreaktorja, kar nam omogoča vzdrževanje bakterijske kulture v fazi določene 
hitrosti rasti do nekaj tednov. V primeru šaržnega gojenja je tovrstna kontrola hitrosti rasti 
nemogoča, saj se okolje stalno spreminja in z njim posledično fiziološko stanje bakterije. 
Večkrat je razlog v spreminjanju fiziološkega stanja limitni substrat v gojišču, kjer 
bakterijska kultura raste. V našem primeru smo uporabili gojišče LB, ki spada med 
kompleksna gojišča, kar otežuje določitev limitnega substrata. Poleg tega je sestava gojišča 
lahko različna med posameznimi šaržami (Gresham in Hong, 2014; Sezonov in sod., 2007) 
in posledično lahko delež posameznih hranil variira. Ravno zato ne moremo samo na 
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podlagi spreminjanja hitrosti redčenja z gotovostjo trditi, da je fiziološko stanje bakterij 
med različnimi pretoki različno. Iz tega razloga smo bakterijski kulturi določili razmerje 
med celokupno RNA in celokupnimi proteini pri različnih hitrostih redčenja, ki odražajo 
fiziološko stanje bakterijske kulture. Primerjali smo tudi velikost bakterijskih celic.  
 
Bakterijsko kulturo smo gojili pri šestih različnih hitrostih redčenja, katero smo uravnavali 
s spreminjanjem pretoka. Najnižji pretok je bil 0,1 ml/min, najvišji pa 0,4 ml/min, kjer smo 
dosegli tudi maksimalno specifično hitrost rasti bakterijske kulture.  
4.1.2.1 Razmerje med celokupno RNA in celokupnimi proteini pri različnih pretokih 
gojenja 
V prvem koraku smo vzorec lizirali in biološki material ločili v tri faze z uporabo TRIzola 
in kloroforma, pri čemer je bila koncentracija bakterij pri vseh pretokih približno 3·108 
CFU/ml. V nadaljevanju smo izolirali celokupno RNA in spektrofotometrično določili 
njeno koncentracijo. Nato smo izolirali še celokupne proteine in spektrofotometrično 
določili njihovo koncentracijo (podrobneje opisano v poglavju: 3.2.11. Določitev razmerja 
med celokupno RNA in celokupnimi proteini bakterijske kulture pri različnih pretokih 
gojenja v kemostatu) ter razmerja med RNA in celokupnimi proteini. Rezultati so zbrani v 
preglednici 1 in na sliki 17. 
 
Preglednica 1: Vrednosti koncentracij celokupne RNA in celokupnih proteinov ter razmerje med njimi pri 












proteini (μg RNA/μg 
proteini) 
0,24 33.4 240 0.14 
0,48 389.8 1970 0.20 
0,60 40.8 157 0.26 
0,72 589.8 2035 0.29 
0,84 66.3 184 0.36 
0,96 491.5 1250 0.39 
Čistost RNA vzorcev smo določili z razmerjem vrednosti absorbanc pri valovni dolžini 
260 in 280 nm. V primeru, ko je bila vrednost razmerja 2, smo lahko definirali vzorec kot 
čist (Thermo Fisher Scientific, 2016). Pri naših vzorcih se je vrednost vseh vzorcev gibala 
med 1,2 in 1,4, kar nakazuje na nizko čistost vzorcev. Razlog v nizki čistosti vzorcev je 
bila lahko posledica napake v sami izvedbi metode, saj se lahko zaradi prenizkega volumna 
dodanega TRIzola faze slabo ločijo. Drugi razlog v nizki čistosti je lahko bila 
kontaminacija vodne faze z organsko, kjer so se nahajali DNA in proteini (Thermo Fisher 
Scientific, 2016). Iz preglednice 1 lahko vidimo, da so vrednosti koncentracije RNA in 
proteinov pri hitrostih redčenja 0,24, 0,60 in 0,82 približno desetkrat manjše kot so 
vrednosti pri hitrosti redčenja 0,48, 0,72 in 0,98. Vzrok za nizko koncentracijo celokupne 
RNA in proteinov pri hitrostih redčenja 0,24, 0,60 in 0,82, bi lahko bila nepopolna liza ali 
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homogenizacija vzorca kot tudi nepopolno topen pelet pred nadaljnjo izolacijo celokupne 
RNA in proteinov (Thermo Fisher Scientific, 2016).  
 
Če primerjamo razmerje med celokupno RNA in celokupnimi proteini pri višanju hitrosti 
redčenja (slika 17), lahko opazimo, da linearno narašča od vrednosti 0,14 do 0,39 kar je v 
skladu s hipotezo hitrosti rasti (angl. growth-rate hypothesis), ki pravi, da je potreba po 
sintezi proteinov večja pri višji hitrosti rasti bakterij. Posledično se celične zaloge 
preusmeri v sintezo ribosomov in s tem ribosomalne RNA, ki je v celici prevladujoča RNA 
(Karpinets in sod., 2006; Scott in sod., 2010). Potrebno je poudariti tudi to, da pri različnih 
specifičnih hitrosti rasti niso opazne le spremembe v sintezi rRNA, temveč tudi v 
učinkovitosti sinteze proteinov. Pri nizki hitrosti rasti je število ribosomov, ki so potrebni 
za vključitev ene aminokisline v sintetiziran protein manjše kot pri visokih hitrostih rasti. 
Te spremembe vodijo v zmanjšanje razmerja med celokupno RNA in celokupnimi proteini, 
kar pojasnjuje v našem primeru nižja razmerje med RNA in celokupnih proteinov pri nižjih 
hitrosti redčenja (Karpinets in sod., 2006).  
 
Slika 17: Razmerje med celokupno RNA in celokupnimi proteini v odvisnosti od hitrosti redčenja v 
kemostatu. 
4.1.2.2 Velikost bakterijskih celic pri različnih hitrostih redčenja 
Že v petdesetih letih so poskusi pri različnih enoceličnih organizmih pokazali vpliv hitrosti 
rasti bakterij na velikost celic. Pri nizki hitrosti rasti so celice E. coli manjše po dolžini in 
širini kot pri višji hitrosti rasti (Vadia in Levin, 2015). To povezavo smo želeli tudi 
eksperimentalno preizkusiti, vendar je nižja resolucija optičnega mikroskopa onemogočila 
primerjavo velikosti celic pri različnih pretokih gojenja, kot lahko vidimo na sliki 18. Za 
bolj natančno določanje razlik v velikosti celic bi bilo potrebno vzorce analizirati z 
elektronskim mikroskopom ali mikroskopom na atomsko silo (AFM). 
y = 0.3676x + 0.0383 
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Slika 18: Mikroskopska slika bakterijske kulture pod 1000x povečavo. 
4.2 POSKUSI S FAGI 
Po vzpostavitvi stacionarne bakterijske kulture v kemostatu smo poskuse nadaljevali s fagi. 
Testirali smo vpliv fiziološkega stanja bakterijske kulture oziroma hitrost rasti na rastne 
parametre fagov. Določili smo adsorbcijsko konstanto fagov kot tudi latentno periodo ter 
pomnožitveno število fagov. Pri vseh poskusih smo koncentracijo fagov določali z metodo 
štetja plakov, zato smo določili tudi samo natančnost metode.   
4.2.1 Testiranje natančnosti metode štetja plakov 
Natančnost metode štetja fagov smo določili na podlagi poskusa, pri katerem smo iz 
delovne banke fagov vzeli 4 paralelne vzorce (a-d), izvedli poskus z metodo kapljic ter 
naslednji dan po inkubaciji določili koncentracijo fagov iz števila plakov. Natančnost 
metode smo prikazali z relativnim standardnim odklonom (RSD), ki je podan v odstotkih. 
Rezultati so prikazani v preglednici 2. Iz preglednice 2 lahko vidimo, da je RSD metode 20 
%. Na sipanje rezultatov lahko vpliva več dejavnikov. Eden izmed teh dejavnikov je sama 
izvedba metode pri posamezniku, saj se pri pipetiranju, izvedbi redčitev in štetju plakov 
pojavijo razlike. Potrebno je upoštevati tudi morebitno heterogenost samih paralelnih 
vzorcev, ki lahko nastane, če so vzorci slabo zmešani. Odstopanja se lahko pojavijo pri 
sami rasti fagov na agarni plošči, saj lahko en plak tvori več fagov, če so ti zelo blizu 
znotraj kapljice kar posledično vodi v sipanje rezultatov... Poleg tega lahko spremembe v 





, triptofan…) vplivajo na končni rezultat. Nenazadnje je potrebno upoštevati 
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107 18 1.80E+10 
1.80E+10 
2.28E+10 20.0 
107 20 2.00E+10 
b 
107 20 2.00E+10 
2.00E+10 
107 15 1.50E+10 
c 
107 30 3.00E+10 
3.00E+10 
107 31 3.10E+10 
d 
107 23 2.30E+10 
2.30E+10 
107 19 1.90E+10 
4.2.2 Vpliv fiziološkega stanja bakterijske kulture na življenjski cikel fagov  
Na podlagi šestih različnih vrednosti specifične hitrosti rasti bakterijske kulture smo 
naredili poskuse za določanje vpliva fiziološkega stanja bakterij na rastne parametre fagov. 
Vsak poskus se je delil na fazo določanja adsorbcijske konstante ter na fazo določanja 
latentne periode in pomnožitvenega števila fagov s pomočjo enostopenjskega poskusa rasti 
(podrobneje opisano v poglavju: 3.2.14. Določitev latentne periode in pomnožitvenega 
števila). Poskus enostopenjske rasti je zajemal celoten življenjski cikel fagov: od združitve 
bakterij in fagov, vstavitve virusne DNA v bakterijsko celico, sinteze novih fagov znotraj 
celice do lize bakterij ter izpust novonastalih fagov.  
4.2.2.1 Adsorbcijska konstanta fagov 
Prvi rastni parameter fagov, ki smo ga določili je bila konstanta adsorbcije. Samo metodo 
določanja smo optimizirali in je podrobneje opisana v poglavju: 3.2.13. Določanje 
konstante adsorbcije fagov na bakterijsko celico. Princip določevanja je potekal tako, da 
smo vzorec bakterijske kulture pri definirani specifični hitrosti rasti združili s fagi pri MOI 
vrednosti 0,1. Nato smo spremljali upad koncentracije fagov v 20-ih minutah po združitvi 
fagov z bakterijsko kulturo. Za natančno določanje konstante smo najprej preverili 
potrebno frekvenco vzorčenja, zato smo prvih 8 minut po združitvi fagov z bakterijsko 
kulturo vzorčili v intervalih po eno minuto in po štiri minute (slednji rezultati niso podani). 
Vzorčenje na eno minuto se je izkazalo za izvedljivo in bolj natančno. Naslednjo 
optimizacijo pri metodi določanja adsorpcijske konstante smo naredili s testiranjem dveh 
načinov ločevanja bakterijskih celic od neadsorbiranih fagov: s kloroformom in 
centrifugiranjem.  
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Slika 19: Rezultati poskusa za določitev adsorbcijske konstante, kjer smo za uničenje/ločevanje bakterij 
uporabili kloroform in centrifugiranje. 
 
Iz slike 19 je razvidno, da je koncentracija prostih fagov pri centrifugiranju višja in veliko 
bolj nekonsistentna v primerjavi s kloroformom. Nihanja v koncentraciji lahko pojasnimo 
bodisi s prekratkim časom centrifugiranja (10 min) ali prenizko nastavitvijo obratov 
(11000 g) oziroma s kontaminacijo supernatanta zaradi nepravilnega pipetiranja. Ker so v 
peletu bakterije z vezanimi fagi so ti lahko skupaj s prostimi fagi v supernatantu razvili 
plake na agarskih ploščah. Druga slabost centrifugiranja je, da se lahko med 
centrifugiranjem adsorbcija fagov na bakterije nadaljuje, medtem ko se pri uporabi 
kloroforma takoj uničijo bakterije in na agarnih ploščah samo prosti fagi razvijejo plake 
(Clokie in Kropinski 2009). Zaradi teh razlogov smo se odločili, da bomo pri poskusih za 
določevanje konstante adsorbcije uporabili metodo pri kateri uničimo bakterije s pomočjo 
kloroforma in s tem določimo samo proste (neadsorbirane) fage. 
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Slika 21: Primer prikazanih logaritemskih vrednosti koncentracij (iz slike 20) v odvisnosti od časa. Prikazana 
je tudi umeritvena premica in njena enačba kot tudi R kvadrat. 
 
S pomočjo metode štetja plakov smo določili koncentracijo fagov za posamezen časovni 
interval, kar je prikazano na sliki 20. Dobljene koncentracije smo nato logaritmirali in 
konstruirali graf logaritemskih vrednosti koncentracij v odvisnosti od časa, ki so prikazane 
na sliki 21. Na podlagi naklona umeritvene premice in enačbe (8) smo izračunali 
adsorbcijsko konstanto. Za izračun adsorbcijske konstante smo upoštevali rezultate do pete 
ali osme minute poskusa, saj je v tem območju koncentracija fagov padala linearno. Pri 
določevanju linearnega območja smo pri tem pazili, da je bil korelacijski indeks R
2
 
umeritvene premice višji od 0,8. Na isti način smo določili adsorbcijsko konstanto pri 
šestih različnih vrednostih specifične hitrosti rasti bakterijske kulture, pri čemer smo za 
dano specifično hitrost rasti opravili šest paralelnih poskusov. Iz vrednosti paralelk smo 
nato izračunali povprečje konstante adsorpcije in standardni odklon. Adsorpcijske 
konstante so prikazane na sliki 22 v odvisnosti od hitrosti redčenja, ki je neposredno 
povezana s specifično hitrostjo rasti. Relativni standardni odklon je pri vseh točkah hitrosti 
redčenja nižji od 30 %, razen pri hitrosti rasti 0,72, kjer je vrednost 37,7 %. Variabilnost 
rezultatov znotraj paralelk je posledica same variabilnosti metode štetja plakov, kjer smo 
že v prejšnjem podpoglavju: 4.3.1. Testiranje natančnosti metode štetja plakov pokazali 20 
% odstopanja. Poleg tega je bilo ugotovljeno, da je pri vrsti fagov T4 in T7 5 % fagov v 
populaciji, ki se počasneje ali se ne adsorbirajo na bakterije (Clokie in Kropinski, 2009). 
Poleg same biološke variabilnosti na adsorbcijo vpliva razmerje med fagom in bakterijami 
oziroma MOI, ki nam poda verjetnost adsorpcije enega faga na eno bakterijo. V primeru 
adsorpcije večjega števila fagov na eno bakterijsko celico, so rezultati dobljene konstante 
adsorpcije zavajajoči. Na podlagi tega smo se odločili, da bo vrednost MOI 0,1. Na 
adsorbcijo ne nazadnje vplivajo tudi pogoji gojenja, mešanje vzorcev in fizikalno-kemijski 
dejavniki kot so pH in temperatura (Prescott in Klein, 2002; Rakhuba in sod., 2010). 
y = -0.3722x + 16.66 
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Slednja je v primeru ne segretega ali slabo segretega vzorca delovne banke fagov pred 




) in triptofana 
v gojišču prav tako lahko vpliva na adsorbcijsko konstanto (Clokie in Kropinski, 2009; 
Sezonov in sod., 2007), ki pa lahko pri gojišču LB med posameznimi poskusi variira.  
 
Slika 22: Adsorbcijska konstanta v odvisnosti od hitrosti redčenja v kemostatu. 
 
Če primerjamo adsorbcijsko konstanto med različnimi točkami hitrosti redčenja, lahko iz 
slike 22 vidimo, da je adsorbcijska konstanta pri najnižjih merjenih hitrostih redčenja (0,24 
in 0,46h
-1





 do najvišje merjene hitrosti redčenja (0,98h
-1
) lahko vidimo, da se adsorbcijska 
konstanta bistveno ne razlikuje (vrednost adsorbcijske konstante se razlikuje za 0,5·10
-9
 
ml/min). Opažanje je nasprotno v primerjavi z že objavljenimi članki, kjer so Hadas in sod. 
proučevali vpliv hitrosti rasti E. coli na rastne parametre faga T4 s spreminjanjem sestave 
gojišča med šaržnim gojenjem. Njihovi rezultati prikazujejo, da adsorbcijska konstanta 
narašča z naraščanjem hitrosti rasti bakterij (Hadas in sod., 1997). Rezultate so povezali s 
spremembo v velikosti bakterij in s tem površino razpoložljivo za adsorbcijo fagov med 
različnimi hitrostmi rasti. Glede na to, da so regulirali specifično hitrost rasti s pomočjo 
različnih gojišč, bi lahko sama sestava gojišča vplivala na njihove konstante adsorpcije, 
zato je primerjava teh rezultatov z našimi vprašljiva, saj se pri naših poskusih sestava 
gojišča ni spreminjala. Bistveno bolj podoben način določevanja konstante adsorpcije so 
izvedli Golec in sod. z gojenjem E. coli v kemostatu in kasnejšo združitvijo bakterijske 
kulture in faga. Na podlagi rezultatov so določili delež adsorbiranih fagov pri različnih 
hitrostih rasti, ki se za razliko od naših rezultatov, niso bistveno razlikovali (Golec in sod., 
2014). Vendar je tukaj potrebno poudariti, da je bil interval hitrosti redčenja ožji kot pri 
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Poleg zgoraj naštetega, pri adsorbciji igrajo ključno vlogo receptorji na površini bakterij. 
Dokazano je bilo, da fag T4 za vezavo na E. coli potrebuje receptor LPS in OmpC. V 
primeru, če enega od receptorjev na celični steni ni, je adsorpcija faga na celično steno 
onemogočena. Poleg tega so ugotovili, da LPS molekule vplivajo na funcionalnost OmpC 
receptorja ter da ima njihova glikoziliranost tudi vpliv na adsorpcijo (Washizaki in sod., 
2016).  
 
Na podlagi tega lahko sklepamo, da je morebitno variiranje v koncentraciji teh dveh 
receptorjev na površini membrane vzrok, da se s hitrostjo redčenja spreminja konstanta 
adsorpcije. Walczak in sod. so namreč ugotovili, da se pri pogojih stradanja koncentracija 
fagnih receptorjev LPS bistveno ne spremeni (Walczak in sod., 2012), medtem ko sta Liu 
in Ferenci pri gojenju E. coli v kemostatu ugotovila, da se izražanje fagnih receptorjev 
OmpC proteinov zvišuje z nižanjem hitrostih rasti (0,3 do 0,1h
-1
) (Liu in Ferenci, 1998). 
Povišanje števila receptorjev OmpC pri nizkih hitrostih rasti bi lahko pojasnila zvišanje 
adsorbcijske konstante pri hitrosti rasti 0,24 in 0,48h
-1
. Z naraščanjem OmpC receptorjev 
narastejo tudi vezna mesta za proste fage in tako verjetnost, da se fagi adsorbirajo na 
bakterije.  
 
V uporabljenemu gojišču LB je bila ocenjena trikrat premajhna koncentracija Mg
2+
 ionov 
za normalno zamrežitev LPS molekul. Posledično se lahko struktura LPS molekul 
spremeni s pomočjo PhoPQ sistema. E. coli lahko tako preživi tudi stradanje zaradi 
premajhne količine Mg
2+
 (Nikaido, 2009). V našem primeru bi lahko bila povišana 
adsorbcija pri nizkih hitrostih rasti (0,24 in 0,48h
-1
) posledica sprememb v strukturi LPS 
proteinov in tako tudi funcionalnosti OmpC proteinov. Sledeče predpostavke bi bilo 
potrebno dodatno eksperimentalno testirati.  
 
Gallet in sod. pa so leta 2012 proučevali ali je višja konstanta adsorbcije litičnih fagov na 
bakterijsko kulturo v stacionarni fazi rasti (v našem primeru lahko to primerjamo z nizko 
hitrostjo redčenja) bolj škodljiva od nizke konstante adsorbcije, glede na to, da po infekciji 
stacionarne kulture niso zaznali nobene rasti v populaciji fagov (Gallet in sod., 2012; Łos 
in sod., 2007). V naravnem okolju so bakterije pogosto v stacionarni fazi rasti ali med 
eksponentno in stacionarno fazo rasti, zato se morajo tudi fagi prilagoditi na take razmere. 
Nasprotno s pričakovanim so ugotovili, da višja adsorbcijska konstanta ni bolj škodljiva od 
nižje, saj je v populaciji majhen delež fagov, ki se vežejo na bakterije z zelo nizko hitrostjo 
in s tem omogočajo preživetje težkih obdobij stacionarne faze. Ne ve pa se ali je nizka 
stopnja adsorbcije posledica adaptacije ali le neizogibna fenotipska okvara (okvara v 
sintezi proteina) (Gallet in sod., 2012). Po drugi strani pa so Bryan in sod. odkrili pri 
infekciji bakterij v stacionarni fazi rasti, da se proizvodnja fagov nadaljuje po dodatku 
svežih hranil. Adsorbcija fagov na bakterijsko kulturo v stacionarni fazi rasti torej ni 
škodljiva kot so Gallet in sod. mislili, temveč je lahko tudi prednost v naravnem okolju 
(Bryan in sod., 2016).  
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4.2.2.2 Latentna perioda in pomnožitveno število fagov  
Za določitev latentne periode in pomnožitvenega števila smo izvedli poskus enostopenjske 
rasti. Metoda je podrobneje opisana v poglavju: 3.2.14. Določitev latentne periode in 
pomnožitvenega števila. Latentna perioda se prične z združitvijo bakterij in fagov (faza 
adsorpcije) in konča z izpustom novonastalih zrelih fagov. V prvi fazi smo bakterijsko 
kulturo združili s fagi pri MOI 0,1 in vzorec inkubirali 5 minut, da je potekla adsorbcija. 
Inficirane bakterije smo nato vstavili v kemostat ter v 6-minutnih intervalih vzorčili 2 uri. 
Vzorce smo paralelno tretirali s kloroformom in brez ter koncentracijo fagov določili z 
metodo štetja plakov (primer rezultatov prikazan na sliki 23). S pomočjo kloroforma smo 
inducirali lizo v primeru prisotnosti lizocima znotraj celice, medtem ko smo neinficirane 
celice ubili brez lize (Adams, 1959). Pri izvedbi poskusa smo v literaturi zasledili 
priporočila o dodatnih redčitvah po fazi adsorpcije, pri čemer je namen upočasniti 
adsorbcijo prostih fagov na neinficirane bakterije, preprečiti morebitno inhibicijo lize ter 
čim bolj zmanjšati vpliv na meritve pomnožitvenega števila in porast prostih fagov (Clokie 
in Kropinski, 2009). Po drugi strani pa z redčenjem lahko spremenimo okolje ter vplivamo 
na metabolizem bakterij. Na podlagi tega smo se odločili, da po fazi adsorbcije ne bomo 
dodatno redčili vzorca, ampak smo z vzporednim tretiranjem vzorcev s kloroformom in 
brez lahko opazovali delež adsorbiranih prostih fagov med porastom prostih fagov, kar je v 
nadaljevanju podrobneje opisano.  
 
Slika 23: Primer rezultatov pridobljenih iz vzorcev, ki smo jih tretirali s kloroformom in vzorcev, ki smo jih 
tretirali brez kloroforma. Prikazana je tudi dolžina eklipse in latentne periode. Črtkana črta predstavlja 
območje med katerim se je faza zaključila. Latentna perioda je v danem primeru povprečje med 24 in 30 min, 
torej 27. 
 
Porast fagov se najprej prične pri vzorcih, ki so bili tretirani s kloroformom, saj s 
kloroformom sprostimo predčasno zrele fage iz celice. Od združitve bakterij s fagi (faza 
adsorpcije) do porasta prostih fagov pri vzorcih tretiranih s kloroformom je potekala faza 
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bakterijske celice ter sintezo sestavnih delov fagov. Faza eklipse se zaključi, ko se prične 
porast zrelih fagov znotraj celic, kot lahko vidimo v 20. minuti na sliki 23, pri vzorcih 
tretiranih s kloroformom. 
 
V času eklipse smo lahko iz razlike med koncentracijami fagov iz vzorcev tretiranih s 
kloroformom in brez, izračunali število infektivnih centrov, torej število inficiranih 
bakterij, ki so proizvedle nove fage (prikazano na sliki 23). Na podlagi teh rezultatov smo 
nato s pomočjo izračunov (podrobneje opisani v poglavju: 3.2.14.4. Določitev latentne 
periode in pomnožitvenega števila fagov) grafično prikazali pomnožitveno število fagov 
(število novonastalih fagov na eno bakterijsko celico), ki je prikazana na sliki 24.  
 
Slika 24: Primer končnih rezultatov poskusa (iz slike 23) prikazanih kot pomnožitveno število fagov v 
odvisnosti od časa. Pomnožitveno število v danem primeru je 47. 
Poskus enostopenjske rasti smo izvedli pri šestih različnih hitrostih redčenja, v treh 
paralelkah. Končni rezultati poskusov so prikazani na sliki 25.  
Na slike 25 lahko vidimo, da je pomnožitveno število fagov pri najnižji hitrosti redčenja 
(0,24h
-1
) v povprečju 21 PFU/bakterijo in narašča do najvišje hitrosti redčenja (0,98h
-1
), 
kjer je pomnožitveno število fagov v povprečju 57 PFU/bakterijo, kar je skoraj trikrat več 
kot pri najnižji hitrosti redčenja. Po drugi strani pa lahko na sliki 25 vidimo, da se latentna 
perioda s povečevanjem hitrosti rasti skrajšuje. Pri najnižji hitrosti rasti (0,24h
-1
) je latentna 
perioda najdaljša (v povprečju 43min) in se skoraj linearno krajša do najvišje hitrosti 
redčenja (0,98h
-1
), kjer je ta v povprečju 25 min oziroma skoraj dvakrat manj kot pri 
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Slika 25: Latentna perioda in pomnožitveno število fagov v odvisnosti od hitrosti redčenja v kemostatu. 
 
Golec in sod. so pri poskusih v kemostatu pri E. coli in fagu T4 dobili podobne trende kot 
v našem primeru. Z višanjem hitrosti redčenja se je latentna perioda skrajšala, medtem ko 
se je pomnožitveno število povečevalo, pri čemer je bilo območje hitrosti redčenja 
bistveno nižje od našega (Golec in sod., 2014). Podobne trende skrajševanja latentne 
periode in povečevanja pomnožitvenega števila v odvisnosti hitrosti rasti so opazili tudi 
Hadas in sod., vendar, kot je bilo omenjeno že v prejšnjih podpoglavjih, so to dosegli s 
spreminjanjem sestave gojišča med šaržnim gojenjem bakterijske kulture. Prišli so tudi do 
zanimive ugotovitve, da na proizvodnjo fagov vpliva tudi prisotnost kvasnega ekstrakta, ki 
zmanjšuje pomnožitveno število fagov (Hadas in sod., 1997). Ker smo pri poskusih 
uporabili gojišče LB, ki vsebuje kvasni ekstrakt, bi lahko le-ta vplival na variabilnost 
dobljenih rezultatov med paralelkami in med različnimi hitrostmi rasti bakterij.  
 
You in sod. so pri proučevanju vpliva hitrosti rasti E. coli na rastne parametre faga T7 
združili eksperimentalni del z računalniškim modelom. Prišli so do zaključka, da je rast 
fagov močno odvisna od števila ribosomov in hitrosti vgrajevanja aminokislin v peptidno 
verigo. Rast najbolj omejuje sama sinteza fagnih proteinov, ki pa je odvisna od količine 
sistemov za sintezo proteinov. Na rastne parametre fagov minimalno vpliva tudi količina 
razpoložljivih nukleotidov, aminokislin in vsebnost DNA. S pomočjo simulacije so 
ugotovili, da je rast fagov omejena predvsem s številom ribosomov. V primeru, ko je 
število ribosomov visoko, je rast omejena s številom bakterijske RNA polimeraze. Če pa je 
še število bakterijske RNA polimeraze povišano, je rast omejena s hitrostjo sinteze fagne 
DNA (You in sod., 2002). Naši rezultati poskusa določitve razmerja med celokupno RNA 
in proteini bakterijske kulture pri različnih hitrostih rasti (prikazani na sliki 17) prav tako 
nakazujejo, da je proizvodnja fagov odvisna od sistemov za proizvodnjo proteinov. Pri 
višji hitrosti rasti se s povišanjem potrebe po sintezi proteinov poviša tudi število 
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2006). Povečanje števila ribosomov vodi v povišano sintezo fagne DNA in proteinov, kar 
vodi v povišanje pomnožitvenega števila fagov. Povišana sinteza proteinov pa pomeni tudi 
hitrejšo sintezo encimov holinov in endolizinov, ki sprožijo lizo bakterijske celice. To 
pomeni, da se skrajša tudi latentna perioda. Pomnožitveno število fagov in dolžina latentne 
periode je torej močno kontrolirana (Abedon in sod., 2001).  
 
V literaturi lahko zasledimo, da je uravanavanje latentne periode posledica fenotipske 
plastičnosti in ne sprememb v samemu genomu bakterije. Abedon in sod. so raziskovali 
kako koncentracija bakterij in njihova hitrost rasti vpliva na rastne parametre fagov s 
pomočjo različnih modelov. Predvsem so s tem hoteli določiti kako se spreminja optimalen 
čas latentne periode. Optimalno latentno periodo definiramo takrat, ko je populacijska rast 
fagov maksimalna pri določeni hitrosti rasti in koncentraciji bakterij. Ugotovili so, da se 
optimalna latentna perioda pri nizki hitrosti rasti bakterij podaljšuje kar pomeni, da bodo 
različni okoljski dejavniki sprožili spremembo v hitrosti rasti bakterije in posledično 
spremenili dolžini latentne periode (Abedon in sod., 2001). 
 
Med študijami fagov pa so znanstveniki odkrili tudi nekaj zanimivih fenomenov, ki 
vplivajo tako na latentno periodo kot tudi pomnožitveno število fagov. Prvi je inhibicija 
lize, ki se zgodi pri superinfekciji oziroma pri adsorbciji fagov na že inficirane bakterije. 
Kot že samo ime pove, se čas lize zamakne in s tem podaljša latentna perioda in posledično 
tudi pomnožitveno število naraste. Pri ekoloških študijah pa so ugotovili, da je selekcijski 
pritisk naravnan k fagom, ki izzovejo daljši inhibicijski čas lize. Fagi, ki se sekundarno 
vežejo na inficirane bakterije namreč kasneje nimajo »potomcev«. V bakterijski celici se 
razvijejo novi bakteriofagi le od bakteriofagov, ki so prvi inficirali bakterijo. V naravnem 
okolju kot npr. v črevesju, kjer je koncentracija E. coli visoka, bodo bakteriofagi, ki se 
bodo v primeru visokega števila inficiranih bakterij prvi sprostili iz bakterij v slabšem 
položaju, saj se od adsorbcije njihov življenjski cikel ne bo nadaljeval (Abedon, 1992). V 
našem primeru je bil selekcijski pritisk majhen, saj je bilo število neinficiranih bakterij v 
kemostatu veliko.  
 
Po drugi strani pa lahko pri visokih MOI neinficiranih ali inficiranih bakterij, kot tudi pri 
večkratnih superinfekcijah, pride zaradi previsokega števila adsorbiranih fagov, do pojava 
lize bakterij še preden se fagi znotraj celice razvijejo. Razlog je v sami sestavi fagnega 
repa, saj ta znotraj vsebuje lizocim, ki je odgovoren za vstavitev fagne DNA v celico. Pri 
prevelikem številu adsorbiranih fagov nastanejo na bakteriji prevelike poškodbe, ki vodijo 
v lizo (Abedon, 2011). Pri poskusih smo se temu pojavu skušali izogniti z nizko vrednostjo 
MOI (0,1). 
 
Leta 2016 so Bryan in sod. med raziskavami interakcij med fagom T4 in bakterijsko 
kulturo E. coli v stacionarni fazi rasti, kot jo najdemo v črevesju, prišli do pomembnih 
zaključkov. Odkrili so novo stanje fagov, ki so ga poimenovali hibernacija. Hibernacija je 
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reverzibilno dormantno stanje, ki se pojavi, kadar inficirane bakterije sintetizirajo vsaj del 
fagnih encimov, vendar ustavijo nadaljnji razvoj fagov, dokler hranila niso na voljo. V tem 
času torej ne zaznamo porasta v številu fagov. Prekinitev hibernacije se pojavi pri 
prepisovanju/prevajanju poznih genov. Ob dostopni glukozi in aminokislinah se litični 
cikel nadaljuje (Bryan in sod., 2016). 
 
Drugi odziv, ki so ga opazili, so poimenovali mrhovinarstvo. Fag namreč sproži odziv 
bakterije, da ta izkoristi vse kar je v majhni količini dostopnih hranil, za proizvodnjo novih 
fagov. V povprečju proizvedejo 1 fag na inficirano celico. Tudi po kasnejšem dodatku 
novih hranil se pomnožitveno število ne poviša veliko. Mrhovinarstvo so opazili pri 
poskusih kjer je bil MOI zelo visok (28), kar pomeni, da je prišlo tudi do pojava lysis from 
without. Bakterije, ki so lizirale, so bile inficiranim celicam vir hranil tudi brez dodanih 
novih hranil. Mrhovinarski odziv bi torej v naravnem okolju-črevesju ohranil majhno 
populacijo prostih fagov. Po drugi strani pa si fagi z odzivom hibernacije zagotovijo 
preživetje na dolgi rok kot tudi hitrejši odziv ob spremembi dostopnosti hranil. Proizvodnja 
novih fagov se namreč prične skoraj takoj po dodatku novih hranil (Bryan in sod., 2016).  
Na latentno periodo in pomnožitveno število torej vpliva veliko dejavnikov. Poleg samih 
omejitev v sintezi, dostopnih surovin za proizvodnjo fagov, ki vplivajo na rastne parametre 
fagov, se lahko sprožijo različni odzivi fagov, ki jim omogočajo preživetje v danih 
razmerah. Pri dani hitrosti rasti se selekcija spreminja, zato se z njo spreminja tudi latentna 
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5 SKLEPI 
Na podlagi dobljenih rezultatov smo zaključili naslednje: 
 Zaradi kompleksne sestave gojišča LB, je otežena določitev limitnega substrata, s 
tem pa zagotovitev različnega fiziološkega stanja bakterijske kulture E. coli med 
različnimi hitrostmi redčenja pri gojenju v kemostatu. V prihodnje bi bilo zato bolje 
uporabiti definirano gojišče. 
 Z zastavljeno metodo  smo uspešno izolirali RNA in proteine iz bakterijske kulture 
in pri šestih različnih hitrostih redčenja (0,24-0,98h
-1
) določili razmerje med 
celokupno RNA in celokupnimi proteini. S tem smo lahko določili razlike v 
fiziološkem stanju bakterijske kulture. Razmerje je od najnižje do najvišje hitrosti 
redčenja linearno naraščalo. Pri hitrosti redčenja 0,24 h
-1
 je bilo razmerje 0,14, 
medtem ko je bilo razmerje pri hitrosti redčenja 0,98h
-1
 0,39.  
 Določitev morebitnih razlik v velikosti bakterij pri različnih hitrostih redčenja je 
bila s svetlobnim mikroskopom neuspešna zaradi prenizke ločljivosti. V prihodnje 
bi bila zato primerjava velikosti celic z elektronskim mikroskopom ali AFM bolj 
primerna.   
 Z zastavljeno metodo smo uspešno določili povprečno adsorbcijsko konstanto faga 
T4 pri različnih hitrostih redčenja v kemostatu, vendar smo metodo nekoliko 
optimizirali, kjer se je meritev v intervalu ene minute izkazala za izvedljivo in 
natančnejšo od intervala štirih minut. Za odstranitev bakterij se je uporaba 
kloroforma izkazala za natančnejšo od centrifugiranja. Adsorbcijska konstanta je 





ml/min. Pri hitrosti redčenja 0,60h
-1
 se je znižala za približno dvakrat 
(5.03·10
9
ml/min) in se nato ustalila do hitrosti redčenja 0,98h
-1
.  
 V zastavljenem poskusu enostopenjske rasti smo uspešno določili povprečno 
latentno periodo faga T4 pri različnih hitrostih redčenja v kemostatu. Latentna 
perioda je od najnižje do najvišje hitrosti redčenja skoraj linearno upadala. Pri 
najnižji hitrosti redčenja (0,24h
-1
) je znašala 43 min, medtem ko je bila pri najvišji 
hitrosti redčenja (0,98h
-1
) 25 min.  
 V zastavljenem poskusu enostopenjske rasti smo uspešno določili tudi povprečno 
pomnožitveno število faga T4 pri različnih hitrostih redčenja v kemostatu. Pri 
najnižji hitrosti redčenja (0,24h
-1
) je bilo povprečno pomnožitveno število 21 
PFU/bakterijo, medtem ko je bilo pri najvišji hitrosti redčenja (0,98h
-1
), 
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6 POVZETEK 
Fage se uporablja na različnih področjih biotehnologije za dostavo cepiv, prikaz proteinov 
in protiteles kot tudi za detekcijo bakterij in orodje za kontrolo živil. V zadnjem času se 
pojavlja vedno več odpornih bakterij na antibiotike, zato je uporaba fagov za zdravljenje 
bakterijskih infekcij ponovno aktualna. Raziskovanje fagov in interakcij z njihovimi 
gostitelji je zato ključnega pomena. Pri eksperimentalnem delu magistrskega dela sem se 
osredotočila na dva glavna cilja. Eden izmed njiju je bila določitev razlik v fiziološkem 
stanju bakterij pri različnih hitrostih redčenja v kemostatu in določitev rastnih parametrov 
fagov pri različnih hitrostih redčenja bakterijske kulture. V prvem delu smo s šaržnim 
gojenjem okarakterizirali rast bakterijske kulture E. coli K-12 v kompleksnem gojišču LB. 
Gojenje smo nato nadaljevali v kemostatu pri šestih različnih pretokih in s tem hitrostih 
redčenja (0,24-0,98h
-1
). Fiziološko stanje bakterij smo določali z razmerjem med 
celokupno RNA in proteini. Rezultati so pokazali, da se razmerje med celokupno RNA in 
proteini povečuje z višanjem hitrosti redčenja. Pri hitrosti redčenja 0,24 h
-1
 je bilo razmerje 
0,14, medtem ko je bilo razmerje pri hitrosti redčenja 0,98h
-1
 0,39. Ker večino RNA 
sestavlja rRNA, lahko to povežemo s povečanim številom ribosomov, kar pomeni povišana 
sinteza proteinov in s tem omogočena hitrejša rast. Želeli smo tudi določiti morebitne 
razlike v velikosti bakterijskih celic med različnimi hitrostmi rasti, vendar je bila ločljivost 
svetlobnega mikroskopa premajhna. V drugem delu pa smo določili vpliv fiziološkega 
stanja bakterijske kulture na rastne parametre faga T4. Bakterije smo pobili s kloroformom, 
koncentracijo fagov pa smo določili z metodo štetja plakov. Prvi rastni parameter fagov, ki 
smo ga določili, je bila adsorbcijska konstanta. Pri različnih hitrostih redčenja smo naredili 
šest paralelnih poskusov. Ugotovili smo, da je bila adsorbcijska konstanta najvišja pri 
najnižjih merjenih hitrostih redčenja in se je gibala med 1,13·109ml/min in 
1,02·109ml/min. Adsorbcijska konstanta se je pri hitrosti redčenja 0,60h-1 znižala za 
približno dvakrat (5.03·109ml/min) in se nato ustalila do hitrosti redčenja 0,98h-1. Določili 
smo tudi latentno periodo in pomnožitveno število fagov v treh paralelnih poskusih s  
poskusom enostopenjske rasti. Ugotovili smo, da je latentna perioda pri najnižji hitrosti 
redčenja (0,24h
-1
) najvišja in v povprečju znaša 43 min ter  skoraj linearno upada do 
najvišje hitrosti redčenja (0,98h
-1
), kjer je dolžina periode v povprečju 25 min. Po drugi 
strani pa je pomnožitveno število fagov naraščalo z naraščajočo hitrostjo redčenja. Pri 
najnižji hitrosti rasti (0,24h
-1
) je bilo v povprečju 21 PFU/bakterijo, medtem ko je bilo pri 
najvišji hitrosti rasti (0,98h
-1
) pomnožitveno število fagov v povprečju 57 PFU/bakterijo, 
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Rezultati meritev rastnih parametrov fagov 
Preglednica A1: rezultati adsorbcijske konstante fagov pri različnih hitrostih redčenja v 
kemostatu 
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Preglednica A2: rezultati latentne periode in pomnožitvenega števila fagov pri različnih 
hitrostih redčenja v kemostatu 
 
  
Latentna perioda Pomnožitveno število 















43 21.3 13 
30 
21 36.9 8 0.05 33 15 
0.10 51 19 
0.48 
0.06 39 
33 18.2 9 
18 
23 20.7 5 0.07 27 26 
0.09 33 26 
0.60 
0.07 27 
31 11.2 4 
30 
38 20.4 8 0.06 33 45 
0.07 33 40 
0.72 
0.08 27 
29 12.0 4 
55 
52 8.1 4 0.11 33 54 
0.03 27 47 
0.84 
0.07 27 
27 0 0 
48 
52 8.9 5 
0.06 27 55 
0.96 
0.08 27 
25 13.9 4 
55 
57 20.3 12 0.04 21 70 
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Objavljen članek iz eksperimentalnega dela magistrskega dela v sodelovanju z mladim 
raziskovalcem Dominikom Nabergojem 
 
